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POVZETEK 
Rakava obolenja ostajajo eden vodilnih vzrokov umrljivosti prebivalstva po vsem svetu, saj 
njihovo zdravljenje zaradi zapletene biologije rakave celice predstavlja enega največjih izzivov 
sodobne medicine. V zadnjih desetletjih se je kot izjemno obetavna tarča za razvoj novih, 
selektivnih protitumornih učinkovin izkazal protein toplotnega šoka 90 (Hsp90). Šaperon 
Hsp90 je odgovoren za pravilno zorenje in delovanje več kot dvesto različnih celičnih 
proteinov, med katerimi pa jih je mnogo udeleženih tudi v signalnih poteh, ki vodijo v nastanek 
raka. S farmakološkim zaviranjem Hsp90 lahko povzročimo hkratno razgradnjo različnih 
onkogenov in mutiranih proteinov, s čimer blokiramo več signalnih poti kancerogeneze, kar 
vodi v smrt rakavih celic. Prvi znani zaviralci Hsp90 so delovali preko vezave v vezavno mesto 
za ATP na N-končni domeni proteina, vendar je njihova slabost, da v večini sprožijo odziv 
toplotnega šoka, kar vodi v toksičnost oz. neučinkovitost terapije. Zato je bilo ključno odkritje 
alosteričnega vezavnega mesta na C-končni domeni Hsp90. Ker mehanizem delovanja 
zaviralcev C-končne domene proteina Hsp90 ni povezan z indukcijo odziva toplotnega šoka, je 
C-končna domena postala nova pomembna tarča razvoja protitumornih učinkovin. 
V sklopu magistrske naloge smo uspešno sintetizirali šest novih potencialnih 3,4-
diklorobenzenskih alosteričnih zaviralcev C-končne domene proteina Hsp90, ki smo jih 
pripravili z modifikacijo referenčne spojine. Z namenom poglobitve poznavanja odnosa med 
strukturo in delovanjem smo vlogo hidroksilne skupine na piperidinskem obroču v distančniku 
proučevali z uvedbo amidne vezi, ki smo jo med drugim vpeljali tudi med oba osrednja obroča. 
Prav tako smo morfolinski obroč zamenjali s piperidinskim in z modifikacijo bazičnega centra 
raziskali vpliv različnih substituentov na delovanje spojin. S spreminjanem dolžine verige med 
osrednjim fenolom in bazičnim centrom smo obenem ovrednotili tudi vpliv razdalje na 
delovanje analogov. Vsem končnim spojinam smo s testom MTS ovrednotili njihov vpliv na 
proliferacijo rakavih celic, pri čemer smo kot in vitro model uporabili človeški celični liniji raka 
jeter HepG2 in raka dojk MCF-7. Zbrani rezultati biološkega testiranja so pokazali, da vseh šest 
končnih spojin zavira proliferacijo celic, vendar ima le spojina 13 (IC50(HepG2) = 10,7 μM, 
IC50(MCF-7) = 8,7 μM) močnejše antiproliferativno delovanje v primerjavi z referenčno spojino 
(IC50(HepG2) = 24,7 μM, IC50(MCF-7) = 44,7 μM). Rezultati magistrske naloge predstavljajo 
pomemben doprinos k razumevanju odnosa med strukturo in delovanjem alosteričnih 
zaviralcev Hsp90 ter prispevajo k nadaljnji optimizaciji do spojin z izboljšanim 
antiproliferativnim delovanjem. 
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Ključne besede: derivati 3,4-diklorobenzena; protein toplotnega šoka Hsp90; protitumorne 
učinkovine; rak; zaviralci C-končne domene Hsp90 
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ABSTRACT 
Cancer remains one of the leading causes of mortality worldwide, since its treatment is one of 
the greatest challenges of modern medicine due to the complex biology of cancer cells. In recent 
decades, heat shock protein 90 (Hsp90) has proven to be an extremely promising target for the 
development of a new, selective antitumour agents. The Hsp90 molecular chaperone is 
responsible for the proper maturation and function of more than two hundred different cellular 
proteins, many of which are also involved in the signalling pathways that lead to cancer. By 
pharmacologically inhibiting the Hsp90 protein, we can cause the simultaneous degradation of 
various oncogenes and mutated proteins, thereby simultaneously blocking multiple 
carcinogenesis signalling pathways, leading to cancer cell death. The first known Hsp90 
inhibitors have interacted with the ATP binding site at the N-terminal domain of the protein, 
but these mostly induce a heat shock response leading to toxicity or ineffectiveness of therapy. 
Due to the limited therapeutic potential of these inhibitors, the discovery of an allosteric binding 
site at the C-terminal domain of the protein was crucial. Because the mechanism of action of 
Hsp90 C-terminal domain inhibitors is not related to the induction of a heat shock response, the 
C-terminal domain has become a new important target for the development of antitumor agents. 
As part of the master's thesis, we successfully synthesized six new potential 3,4-
dichlorobenzene-based allosteric Hsp90 C-terminal domain inhibitors, which were prepared by 
modifying the reference compound. In order to deepen the knowledge about the structure-
activity relationship, the role of the hydroxyl group on the piperidine ring in the spacer was 
studied by introducing an amide bond, which was also introduced between the two central rings. 
We also replaced the morpholine ring with piperidine and investigated the effect of various 
substituents on the inhibitory activity of the compounds by modifying the basic center. By 
varying the chain length between the central phenol and the basic center, we also evaluated the 
effect of distance on the inhibitory activity of the analogues. Subsequently, all final synthesized 
compounds were evaluated by the MTS test for their effect on cancer cell proliferation, using 
the human liver cancer HepG2 and breast cancer MCF-7 cell lines as in vitro models. The 
collected results of biological testing showed that all six final compounds inhibited cell 
proliferation, but only compound 13 (IC50(HepG2) = 10.7 μM, IC50(MCF-7) = 8.7 μM) displayed 
more potent antiproliferative activity compared to the reference compound (IC50(HepG2) = 24.7 
μM, IC50(MCF-7) = 44.7 μM). The results of the master's thesis represent an important 
IX 
 
contribution to the understanding of the structure-activity relationship and contribute to further 
optimization to inhibitors with improved antiproliferative activity. 
Key words: 3,4-dichlorobenzene derivatives; antitumor agents; cancer; heat shock protein 
Hsp90; Hsp90 C-terminal domain inhibitors 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ADP adenozin difosfat 
Aha1 aktivator ATPaze Hsp90 
Ar-H aromatski vodik 
ATP adenozin trifosfat 
Boc terc-butiloksikarbonil 
CDCl3 devteriran kloroform 
CKD C-končna domena 
DKM diklorometan 
DMF N,N-dimetilformamid 
DMSO dimetilsulfoksid 
DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
EtOAc etil acetat 
Grp94  z glukozo reguliran protein 94 (ang. Glucose-regulated protein 94 
kDa) 
HepG2 človeška celična linija raka jeter 
HOBt 1-hidroksibenzotriazol 
HRMS masna spektrometrija visoke ločljivosti (ang. High resolution mass 
spectrometry) 
Hsf1 faktor aktivacije toplotnega šoka 1 (ang. heat shock factor 1) 
Hsp90 protein toplotnega šoka 90 (ang. heat shock protein 90) 
Hsp protein toplotnega šoka (ang. heat shock proteins) 
HSR odgovor toplotnega šoka (ang. heat shock response) 
IC50 srednja zaviralna koncentracija (koncentracija spojine, ki zmanjša 
viabilnost celic v celični kulturi za 50 %) 
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J sklopitvena konstanta 
MCF-7 človeška celična linija raka dojk 
MD srednja domena (ang. middle domain) 
MeOH metanol 
MS masna spektrometrija (ang. Mass spectrometry) 
MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolijeva sol 
NADH nikotinamid adenin dinukleotid 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NKD N-končna domena 
NMM N-metilmorfolin 
NMR jedrska magnetna resonanca (ang. Nuclear magnetic resonance) 
PES fenazin etosulfat 
PQC nadzor kakovosti proteinov (ang. Protein quality control) 
Rf retencijski faktor 
SkBr3 človeška celična linija raka dojk 
Ttal temperatura tališča 
TFA trifluorocetna kislina 
TLC tankoplastna kromatografija (ang. Thin layer chromatography) 
TRAP1  protein 1, povezan z receptorjem za dejavnik tumorske nekroze (ang. 
TNF (tumor necrosis factor) receptor-associated protein 1) 
δ kemijski premik 
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1 UVOD 
1.1 RAK 
Od kar obstaja človeštvo, število ljudi obolelih in umrlih za rakom iz leta v leto vztrajno narašča 
(1). Začetki raziskovanj mehanizmov nastanka rakave bolezni tako segajo že v 4. stoletje pred 
našim štetjem, ko se je med prvimi o vzrokih za nastanek raka spraševal grški antični zdravnik 
Hipokrat (2). Opazovanje razraščajočega malignega tumorja ga je spominjalo na premikanje 
rakovice, od koder izvira tudi ime za to bolezen. Izraz rak torej izhaja iz grške besede ̋ karkinos˝ 
in je posledica analogije te bolezni z življenjem členonožcev – rakov (3,4). 
Danes še vedno ne poznamo vseh podrobnosti, ki bi razkrivale natančen potek procesa nastanka 
raka, vendar o vzrokih in molekularnih mehanizmih, ki vodijo v maligno transformacijo celic, 
vemo čedalje več (5). Prav tako so nove metode zdravljenja pomembno izboljšale uspešnost 
zdravljenja pri večini vrst raka in s tem podaljšale preživetje bolnikov (1). Kljub napredku v 
medicini, pa ostaja rak, takoj za boleznimi srca in ožilja, drugi najpogostejši vzrok umrljivosti 
prebivalstva po vsem svetu, tudi v Sloveniji (2,3). Število bolnikov z rakom se povečuje 
predvsem zaradi staranja prebivalstva. O tem pričajo tudi statistični rezultati raziskave 
incidence raka, ki kažejo, da je kar 90 % na novo zbolelih za rakom starejših od 50 let (2). Ker 
se življenjska doba prebivalstva daljša, je pričakovati, da se bo breme te bolezni iz leta v leto 
večalo, s tem pa rak predstavlja pomemben javnozdravstveni, socialni in ekonomski problem 
sodobne družbe. Zaradi navedenih razlogov bo potrebno obvladovanju rakavih obolenj 
posvečati še več pozornosti (6). 
1.1.1 PATOFIZIOLOGIJA RAKA 
Rak je skupno ime za več kot sto različnih malignih bolezni, ki imajo svoj izvor v 
spremenjenem genomu (3,7). Na celični ravni gre za nebrzdano razmnoževanje celic, ki morajo 
z namenom, da bi ˝zaživele˝ kot rakaste celice, nakopičiti celo vrsto sprememb in si pridobiti 
lastnosti, ki jih naredijo nesmrtne in razmeroma neodvisne od ustaljenih mehanizmov v 
normalnih celicah. Ker so ti mehanizmi odvisni od vrste posamezne celice oz. tkiva, iz katerega 
celica izhaja, so kombinacije sprememb oz. lastnosti, ki jih mora rakasta celica pridobiti, 
različne za različne vrste raka. Na splošno lahko vse te lastnosti rakavih celic strnemo v šest 
glavnih kategorij, ki so prikazane na sliki 1 (3,5). 
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Slika 1: Značilnosti rakavih celic. Prirejeno po (8). 
Proces, pri katerem prihaja do maligne transformacije celic, ki vodi v nastanek tumorjev, 
imenujemo kancerogeneza. Kancerogeneza je kompleksen in dolgotrajen patološki proces, ki 
ga lahko v grobem razdelimo v tri stopnje (2,5). Začne se s fazo iniciacije, v kateri se pod 
vplivom različnih kancerogenih dejavnikov začnejo kopičiti nepovratne spremembe DNA, ki 
celice postopoma rakavo preobrazijo. Poznamo kancerogene dejavnike, ki neposredno 
spreminjajo zapis v DNA in jih imenujemo mutageni dejavniki, ter tiste, ki nimajo 
neposrednega vpliva na nukleotidno zaporedje v DNA, temveč so, preko spreminjanja stopnje 
metilacije molekule DNA, vpleteni v regulacijo izražanja genov. Te imenujemo epigenetski 
kancerogeni dejavniki (2,3). Razdelitev kancerogenih dejavnikov je prikazana na sliki 2. 
 
Slika 2: Razdelitev kancerogenih dejavnikov. Prirejeno po (2). 
KANCEROGENI 
DEJAVNIKI
MUTAGENI 
DEJAVNIKI
FIZIKALNI
Npr.: UV svetloba, 
ionizirajoče sevanje
KEMIČNI
Npr.: aflatoksini, 
heterociklični aromatski 
amini, benzopireni, 
katrani, N-nitrozamini 
BIOLOŠKI
Npr.: virus hepatitisa B, 
Epstein-Barrov virus, 
humani T-limfocitotropni 
virus 1
EPIGENETSKI 
DEJAVNIKI
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Kancerogeni dejavniki, ki delujejo kot iniciatorji (pobudniki) kancerogeneze, prizadenejo več 
skupin genov, ki med drugim skrbijo za rast, smrt in diferenciacijo celic (glej poglavje 1.1.2). 
S tem povzročijo okvaro nadzora celične delitve in odmiranja celic, kar vodi v nenadzorovano 
namnožitev celic s kritičnimi mutacijami. Tako nastajajočo lokalno omejeno, nenormalno 
razraščajočo se maso avtonomnih celic, ki nima fiziološke vloge za telo, imenujemo tumor ali 
neoplazma. Dokler ima novotvorba omejeno sposobnost rasti, govorimo o tako imenovanem 
benignem tumorju, ki lahko nastane v praktično vseh tkivih in organih v telesu (3,7,9). 
Za razvoj maligne novotvorbe pa samo delovanje kancerogenega dejavnika ni dovolj. Ta se po 
navadi razvije šele po delovanju snovi, ki jo imenujemo promotor (spodbujevalec). Njegovo 
delovanje samo po sebi ni kancerogeno, vendar s svojo aktivnostjo spodbuja delovanje 
kancerogenih snovi, saj omogoča nadaljnjo delitev mutiranih celic, s tem pa olajša nabiranje 
dodatnih mutacij, kar skrajša čas do pojava maligne novotvorbe. Med pomembnejše promotorje 
uvrščamo hormone (estrogeni), fenole, različna zdravila, forbolne estre in cigaretni dim (2,3). 
Fazi promocije sledi zadnja faza kancerogeneze, imenovana faza progresije, v kateri se vse 
številčnejša, heterogena populacija agresivnih malignih celic dokončno preoblikuje v maligni 
tumor. V tej fazi maligne celice pridobijo lastnost tvorbe angiogenih dejavnikov, s čimer je 
omogočena angiogeneza tumorskega tkiva. Novo nastalo žilje omogoča rakavim celicam 
intenzivno delitev in s tem hitrejšo rast tumorja. S tem imajo celice tudi sposobnost večje 
mobilnosti in invazivnosti, da lahko prodrejo v bližnje bezgavke in žile, limfni in krvni obtok 
pa jih razneseta v oddaljene organe, kjer se tvorijo novi tumorji, t.i. zasevki ali metastaze. Ko 
se to dogodi, bolezen imenujemo rak (2,3,7,9). 
Glede na procese, ki so vpleteni v nastanek raka, in dejstvo, da se s staranjem organizma 
povečuje verjetnost za kopičenje večkratnih genetskih sprememb, se o raku pogosto govori kot 
o bolezni starejših ljudi (3,5,9). Na nastanek raka pa poleg starosti pomembno vplivajo tudi 
spol, dedni dejavniki in dejavniki, ki jih povezujemo z življenjskim slogom in delovnim 
okoljem (1,3). Rak se lahko v primeru, da se bolezen ne zdravi ali pa je zdravljenje neuspešno, 
konča s smrtjo (3). Vse do danes je na področju zdravljenja raka prišlo do velikega napredka. 
Žal pa je biologija rakave celice izredno zapletena, zato delovanje na eno tarčo v celici vedno 
ni dovolj, saj obstajajo še druge poti celične signalizacije, ki jo lahko zaobidejo. Bodočnost 
zdravljenja raka tako predstavljajo učinkovine, ki bi preko več različnih signalnih poti 
selektivno delovale na več tarč znotraj posamezne rakave celice, hkrati pa ne bi imele 
pomembnega vpliva na zdrave celice ter tako ne bi ogrožale pacientovega zdravja in kakovosti 
njegovega življenja (9,10). Zdravljenje rakavih obolenj ostaja eden največjih izzivov sodobne 
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medicine, zaradi česar je področje iskanja novih tarč ter razvoja novih protitumornih učinkovin 
zelo aktivno. 
1.1.2 SKUPINE GENOV POMEMBNE ZA NEOPLASTIČNO 
TRANSFORMACIJO 
Najpomembnejši skupini genov, katerih mutacije in spremembe njihove stopnje metilacije so 
odgovorne za neoplastično transformacijo celic in nastanek raka, so protoonkogeni in tumor 
zavirajoči geni oz. antionkogeni. Zaradi poškodb teh genov pride do prevlade signalov za rast 
oz. delitev celic nad signali za diferenciacijo in ustavitev rasti celic ali celično odstranjevanje 
(3). Pri tem je pomembno, da spremembe nastanejo na obeh skupinah genov (5). 
Protoonkogeni so geni, ki nosijo zapise za proteine, ki spodbujajo celično delitev in tako skrbijo 
za rast in diferenciacijo celic. Če zaradi delovanja kancerogenih dejavnikov pride do njihove 
mutacije in/ali zmanjšane metilacije, se protoonkogeni spremenijo v aktivne onkogene. Le-ti 
nenehno spodbujajo celice, da vstopajo v celični cikel, saj se niso sposobni odzvati na zaviralne 
signale regulatornih mehanizmov v celici. To vodi v nenadzorovano razmnoževanje rakavih 
celic in pospešuje njihovo neoplastično preobrazbo. Delovanje onkogenov je dominantno, kar 
pomeni, da je čezmerna aktivnost enega samega alela dovolj za klonalno ekspanzijo rakavih 
celic. Do danes so odkrili že več kot sto različnih onkogenov, ki jih lahko glede na njihov pomen 
pri kaskadnem prevajanju signalov za celično delitev razdelimo v pet skupin (3,5,9). Razdelitev 
je prikazana v preglednici I. 
Preglednica I: Nekateri predstavniki posameznih vrst onkogenov in proteini, ki jih kodirajo. Prirejeno po (2,3). 
VRSTA ONKOGENA ONKOGEN DELOVANJE ONKOPROTEINA 
Rastni dejavniki sis Rastni dejavnik trombocitov 
Receptorji za rastne dejavnike erb B-1 Receptor za epidermalni rastni faktor 
Proteini, ki prenašajo signale 
ras Monomerna GTP-aza 
src Nereceptorska tirozin-kinaza 
abl Nereceptorska tirozin-kinaza 
raf Proteinska kinaza 
Transkripcijski dejavniki myc Protein, ki se veže na DNA (aktivator transkripcije) 
Regulatorji celičnega ciklusa cdk Od ciklinov odvisna kinaza 
 
Nasprotno pa antionkogeni oz. tumor zavirajoči geni nosijo zapise za raznoliko skupino 
proteinov, ki po številnih mehanizmih zavirajo celično delitev in tako ščitijo organizem pred 
nebrzdanim razmnoževanjem tumorskih celic. Rezultat mutacije in/ali povečane metilacije teh 
genov je odsotnost aktivnih proteinov, ki bi kontrolirali celični cikel in preverjali pravilnost 
podvojene DNA. S tem prihaja do nenadzorovanega razmnoževanja izrojenih tumorskih celic, 
kar pospešuje razvoj rakave bolezni. V primerjavi z mutacijami protoonkogenov se mutacije 
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tumor zavirajočih genov pojavljajo pogosteje, za njihovo popolno utišanje pa morata biti 
mutirana oba alela (3,5,9). Posamezni predstavniki te skupine genov so navedeni v preglednici 
II. 
Preglednica II: Nekateri antionkogeni, vpleteni v neoplastični proces pri človeku. Prirejeno po (2,3). 
LOKACIJA PROTEINA 
ANTIONKOGENA V CELICI 
ANTIONKOGEN 
DELOVANJE PROTEINA 
ANTIONKOGENA 
Celična površina 
gen za receptor za TGF-β Inhibicija celičnega razmnoževanja 
gen za kadherin E Celična adhezija 
gen DCC Celična adhezija 
Notranji sloj plazmaleme gen NF-1 
Aktivator GTP-azne aktivnosti monomerne 
GTP-aze Ras, zavira prenos signala 
Citosol gen APC 
Uravnavanje signalov za celično 
razmnoževanje predvsem preko inaktivacije 
proteina katenin-β 
Jedro 
gen p53 
Uravnavanje celičnega ciklusa in apoptoze 
ob poškodbi DNA 
gen Rb Uravnavanje celičnega ciklusa 
gen za inhibitor CDK (p16) Inhibitor od ciklinov odvisne kinaze (CDK) 
gen BRCA-1, gen BRCA-2 Popravljanje poškodb DNA 
 
Vznik raka pri človeku pa ni odvisen samo od prekomerne aktivacije protoonkogenov in 
inaktivacije tumor zavirajočih genov, ampak je povezan tudi z mutacijami v genih, ki sodelujejo 
pri popravljanju neletalnih poškodb v molekuli DNA. Nadalje pa se proces kancerogeneze 
lahko pospeši z mutacijami v genih, ki uravnavajo apoptozo (npr. gen bcl-2), s čimer se prepreči 
programirana smrt celic s poškodovano DNA, in s ponovno aktivacijo encima telomeraze (2,3). 
1.2 ŠAPERONI 
Preživetje organizma je odvisno od niza fizioloških procesov, ki za svoj nemoten potek 
zahtevajo visoko raven usklajenosti v delovanju velikega števila celic. Pri vzdrževanju celične 
homeostaze imajo na molekularnem nivoju ključno vlogo celični proteini. Proteini predstavljajo 
najštevilčnejšo skupino raznovrstnih in strukturno kompleksnih makromolekul, ki so udeležene 
v skoraj vseh bioloških procesih. Sestavljeni so iz nabora 20 aminokislin, ki v različnih 
kombinacijah in zaporedjih tvorijo več tisoč aminokislin dolgo verigo, ki mora v prostoru 
zavzeti točno določeno tridimenzionalno strukturo (11–13). Proces zvijanja proteinov v nativno 
konformacijo je izredno kompleksen, zaradi česar je ta proces že sam po sebi močno dovzeten 
za napake (11). V prenatrpanem celičnem okolju in pod nenehnim vplivom različnih okoljskih 
ter fizioloških stresnih dejavnikov, pa se napake le še dodatno potencirajo in vodijo v nepravilno 
zvitje in agregacijo proteinov (12,14). Ker večina proteinov opravlja svoje življenjsko 
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pomembne naloge le v nativni obliki, je zagotavljanje homeostaze proteinov ključno za 
preživetje celic (11,12,14). 
Nezmožnost celic za vzdrževanje proteostaze privede do nastanka in razvoja mnogih 
najrazličnejših bolezni organizma, med drugim tudi raka. Da bi se celice zaščitile, so za 
ohranjanje proteostaze razvile zapleten, še vedno ne popolnoma jasen sistem PQC (ang. Protein 
quality control), preko katerega skrbijo za pravilno zvitje proteinov in s tem za funkcionalnost 
proteoma. V omenjenem sistemu imajo izjemno pomembno vlogo šaperoni (11,12,14). 
Šaperoni predstavljajo številčno skupino proteinov, ki sodelujejo pri pravilnem zvijanju drugih 
proteinov in jih tako ohranjajo v njihovi nativni konformacijski obliki. Kot ključni regulatorji 
proteostaze pomagajo pri zvijanju na novo nastalih polipeptidnih verig v aktivne oblike 
proteinov, preprečujejo nepravilno zvitje proteinov, ki bi povzročilo njihovo nadaljnjo 
agregacijo, oz. pomagajo pri pravilnem ponovnem zvitju že denaturiranih proteinov. V primeru 
nastanka ireverzibilno napačno zvitih proteinov in agregatov, pa sodelujejo pri njihovem 
transportu do proteasomov, v katerih poteče njihova razgradnja. S svojim delovanjem nadzirajo 
sintezo in razgradnjo ključnih regulatorjev celične rasti, nadzirajo celično diferenciacijo in 
celično preživetje (12,14). Pomemben razred šaperonov predstavlja velika in strukturno 
raznolika skupina proteinov, imenovana proteini toplotnega šoka (ang. heat shock proteins, 
Hsp) (12). Prvotno so bili odkriti povsem po naključju v žlezah slinavkah vinske mušice 
Drosophila melanogaster zaradi njihove značilno povečane sinteze ob izpostavljenosti celic 
žlez stresnim pogojem povišane temperature. Od tod izvira tudi njihovo ime (15–17). Ker pa se 
izražanje šaperonov poveča v vseh patoloških okoliščinah, saj predstavljajo pomembno zaščito 
proteinov pred vsemi oblikami stresa in tako omogočajo preživetje celic, jih opravičeno 
imenujemo kar stresni proteini (12). 
Ti evolucijsko ohranjeni proteini s svojo konstantno prisotnostjo v evkariontskih celicah skrbijo 
za izvajanje svojih številnih nalog tudi že pod normalnimi fiziološkimi pogoji (12,17,18). V 
normalnih okoliščinah se konstitutivne oblike proteinov toplotnega šoka v celici nahajajo v 
velikem številu, in sicer skupaj predstavljajo kar 10 % celične mase (19). Glede na relativne 
molekulske mase (enota: kilodalton, [kDa]) lahko proteine toplotnega šoka razdelimo v šest 
družin (slika 3), med katerimi so predstavniki iz družine Hsp90 eni najbolj razširjenih proteinov 
toplotnega šoka v celici (17,20). 
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Slika 3: Prikaz družin proteinov toplotnega šoka (Hsp) glede na njihovo velikost [kDa]. Prirejeno po (20). 
1.2.1 PROTEIN TOPLOTNEGA ŠOKA 90 – HSP90 
Protein toplotnega šoka 90 (ang. heat shock protein 90, Hsp90) je 90 kDa velik homodimerni 
šaperon, katerega delovanje je odvisno od hidrolize molekule ATP (17,21,22). Hsp90 je eden 
najbolj razširjenih šaperonov, saj s svojo konstantno prisotnostjo predstavlja kar 1-2 % 
celokupne mase vseh proteinov v evkariontski celici. Pod stresnimi pogoji pa se njegova 
ekspresija še poveča, zato lahko zavzame kar 3-5 % celokupne mase proteinov (17,21). Je eden 
najpomembnejših regulatorjev homeostaze proteinov, saj je odgovoren za pravilno zvijanje, 
zorenje, aktivacijo, stabilnost, celični transport in razgradnjo več kot dvesto različnih 
proteinskih substratov, zaradi česar je njegova prisotnost ključnega pomena za normalni potek 
številnih signalnih poti, pomembnih za delitev, rast in razvoj, diferenciacijo, preživetje ter 
zaščito celice (19,22–24). Posodobljen seznam proteinskih substratov šaperona Hsp90 je 
dostopen na spletni strani profesorja Picarda (25). 
V evkariontskih celicah najdemo štiri izoformne oblike proteina Hsp90. Glavni izoobliki, 
Hsp90α in Hsp90β, se nahajata v citoplazmi. Prisotnost inducibilne oblike Hsp90α je pogojena 
z delovanjem stresnih dejavnikov, nasprotno pa se konstitutivna oblika Hsp90β v celici izraža 
ves čas, tudi pod normalnimi fiziološkimi pogoji. Izoobliko Grp94 (ang. Glucose-regulated 
protein 94 kDa) najdemo v endoplazemskem retikulumu, v mitohondriju pa se nahaja izooblika 
TRAP1 (ang. TNF (tumor necrosis factor) receptor-associated protein 1) (17,21,22). 
1.2.1.1 Struktura Hsp90 
Hsp90 je homodimerni protein, pri katerem je vsak posamezni monomer sestavljen iz treh 
različnih funkcionalnih domen, in sicer N-končne domene (NKD), srednje domene in C-končne 
domene (CKD) (slika 4) (17,18,21,22). NKD ima vezavno mesto za molekulo ATP, ki je 
pomembno za šaperonsko delovanje proteina. Preko dolgega in prilagodljivega vmesnika je 
NKD povezana s srednjo domeno, ki omogoča vezavo γ-fosfata molekule ATP, s čimer se 
zagotovi aktivacija njene hidrolize. Prav tako je pomembna za vezavo ko-šaperonov in 
Družina 
majhnih 
Hsp
(Hsp10 in 
Hsp27)
Hsp40 Hsp60 Hsp70 Hsp90
Družina 
velikih 
Hsp
(npr. Hsp110 
in GRP170)
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substratnih proteinov. Najkompleksnejša je CKD, ki je odgovorna za dimerizacijo in 
uravnavanje ATP-azne aktivnosti proteina. To ji omogoča prisotnost dodatnega ATP-
vezavnega mesta na C-koncu domene, preko katerega alosterično prilagaja vezavo molekule 
ATP na NKD. CKD evkariontov vsebuje tudi področje s pentapeptidnim zaporedjem 
aminokislin MEEVD (Met-Glu-Glu-Val-Asp), ki ga za svojo specifično vezavo prepoznajo ko-
šaperoni z značilnim tetratrikopeptidnim zaporedjem (17,18,21,22). 
 
Slika 4: Prikaz proteina Hsp90 v njegovi zaprti konformacijski obliki z vsemi tremi strukturnimi domenami. 
Prirejeno po (22). 
1.2.1.2 Katalitični cikel Hsp90 
Hsp90 je od molekule ATP odvisen šaperon z izredno razgibano konformacijsko dinamiko 
(slika 5) (17,18,21). V odsotnosti molekule ATP se Hsp90 nahaja v odprti konformaciji v obliki 
črke V, ki jo tvorita preko CKD povezani monomerni enoti, medtem ko sta NKD prosti in 
pripravljeni za vezavo ATP. Vezava ATP v vezavno mesto NKD povzroči delno zaprtje 
proteina in s tem nastanek prehodnega konformacijskega stanja. Nadaljnje strukturne 
spremembe spodbudijo dimerizacijo obeh NKD, ki ji sledi prekrižanje srednjih domen in tvorba 
stabilne zaprte konformacijske oblike proteina. Ta strukturna oblika je ključna za hidrolizo 
ATP, s katero protein Hsp90 dobi potrebno energijo za izvajanje svoje šaperonske aktivnosti 
na proteinskih substratih. Po koncu izvajanja šaperonske funkcije sledi zadnji del cikla, pri 
čemer se sprostita pri hidrolizi nastala molekula ADP in anorganski fosfat Pi, poteče pa tudi 
disociacija NKD. Nastala neaktivna oblika šaperona ponovno zavzame odprto konformacijsko 
obliko, s čimer je Hsp90 pripravljen na nov katalitični cikel (18,22). 
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Slika 5: Prikaz od molekule ATP odvisne konformacijske dinamike proteina Hsp90. Prirejeno po (18). 
ATP-azna aktivnost in s tem delovanje proteina Hsp90 sta uravnavana preko različnih 
nadzornih mehanizmov (18). Pri tem ima najpomembnejšo regulatorno vlogo skupina več kot 
dvajsetih proteinov, imenovanih ko-šaperoni. Le-ti lahko delujejo kot adaptorski proteini (npr. 
Hop), ki olajšajo prenos proteinskih substratov na šaperon Hsp90, in kot modulatorji 
katalitičnega cikla, pri čemer posamezni ko-šaperoni zavirajo ATP-azno aktivnost Hsp90 (npr. 
Cdc37, p23), spet drugi pa jo aktivirajo (npr. Aha1) (18,21,22). 
1.3 HSP90 KOT POTENCIALNA TARČA V TERAPIJI RAKA 
V različnih vrstah človeških tumorjev so opazili prekomerno izražanje in aktivnost proteinov 
toplotnega šoka, predvsem inducibilnih oblik Hsp90, Hsp70 in Hsp27 (20,26). Rakave celice 
so namreč v nasprotju z zdravimi celicami ves čas v stanju stresa, zato za svoje preživetje v 
okviru naravnega obrambnega odgovora, t.i. odgovora toplotnega šoka (ang. heat shock 
response, HSR), sprožijo hiperaktivacijo transkripcijskega faktorja Hsf1 (ang. heat shock factor 
1), ki povzroči povečano sintezo stresnih proteinov, predvsem proteina Hsp90 (20,26,27). V 
primerjavi z zdravimi celicami je Hsp90 v rakavih celicah 2 do 10-krat bolj izražen (27). 
Medtem ko je bazalni nivo Hsp90 potreben za vzdrževanje homeostaze proteinov pod 
fiziološkimi pogoji, pa rakave celice izkoriščajo zaščitno funkcijo Hsp90, da se lahko 
zoperstavijo sicer smrtonosnim proteotoksičnim stresorjem, kot so na primer nenehne mutacije, 
hipoksija in acidoze, ki so pogosto prisotni v mikrookolju tumorja (17). 
Vloga proteina Hsp90 pri nastanku in napredovanju rakave bolezni je tako povezana z njegovo 
sposobnostjo za uravnavanje delovanja širokega spektra substratnih proteinov, ki so ključni v 
številnih signalnih poteh, potrebnih za rast in preživetje rakavih celic. Približno 25 % vseh 
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proteinskih substratov šaperona Hsp90 predstavljajo onkoproteini. Vsi ti substratni proteini so 
pri raku pogosto mutirani, ali pa je povečano njihovo izražanje, zato je povečana aktivnost 
proteina Hsp90 ključna za zagotavljanje njihove aktivacije in stabilizacije, s tem pa jim 
omogoča izvrševanje njihovih funkcij v procesu kancerogeneze (20,26–30). Ker so onkogeni 
substrati Hsp90 vključeni v procese proliferacije, diferenciacije, angiogeneze, invazivnosti in 
metastaziranja rakavih celic, posredujejo pa tudi pri procesu apoptoze, ima delovanje Hsp90 
velik vpliv na razvoj vseh šestih značilnosti rakavih celic in ga pogosto imenujemo kar šaperon 
raka (slika 6) (20,27,28,31). 
 
Slika 6: Vpletenost nekaterih izbranih proteinskih substratov šaperona Hsp90 v razvoj vseh šestih temeljnih 
značilnosti rakavih celic. Prirejeno po (8,20,27–29). 
Značilnost nenadzorovanega razmnoževanja rakavih celic vodi v kopičenje večkratnih mutacij 
onkoproteinov, zaradi česar postajajo rakave celice vse bolj odvisne od aktivnosti proteina 
Hsp90, veliko bolj kot zdrave celice (20,27,28). Šaperon Hsp90 tako predstavlja pomemben 
potencialni biomarker v diagnostiki raka, saj je njegovo povečano izražanje v tumorjih 
največkrat povezano s slabo prognozo in razvojem odpornosti rakavih celic na zdravljenje 
bolezni (20,31,32). 
Citoprotektivne lastnosti šaperona Hsp90 tako prispevajo k ključnim korakom nastanka in 
napredovanja rakave bolezni, zaradi česar predstavlja zaviranje njegove aktivnosti eno vodilnih 
strategij na področju razvoja novih protitumornih učinkovin (26,27,29). S farmakološkim 
zaviranjem proteina Hsp90 lahko povzročimo hkratno razgradnjo več kot 30 različnih 
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onkogenov in mutiranih proteinov (slika 6), s čimer hkrati blokiramo več signalnih poti 
kancerogeneze, kar vodi v smrt rakavih celic. Poleg tega je znano, da se zaviralci Hsp90 
prednostno vežejo na Hsp90 v rakavih celicah in ne v zdravih celicah, saj imajo zaviralci večjo 
afiniteto za vezavo na protein v obliki kompleksa, ki prevladuje v rakavih celicah, kot za vezavo 
na prosto obliko proteina, prevladujočo v zdravih celicah (27,29,33). Obstaja torej več razlogov, 
zakaj je Hsp90 že dolgo znan kot obetavna in primerna tarča za razvoj novih, selektivnejših 
protitumornih učinkovin za zdravljenje raka v različnih razvojnih stadijih (26,27). 
1.4 ZAVIRALCI PROTEINA HSP90 
V zadnjih desetletjih je na področju odkrivanja in razvoja zaviralcev proteina Hsp90 prišlo do 
pomembnega napredka. Raziskovalci so bili prvotno usmerjeni v razvoj zaviralcev, ki se vežejo 
v vezavno mesto za ATP na N-končni domeni, s čimer onemogočajo vezavo in hidrolizo 
molekule ATP, ki je ključna za šaperonsko aktivnost proteina Hsp90. Razvoj tovrstnih 
zaviralcev je napredoval od derivatov naravnih produktov geldanamicina in radicikola kot 
predstavnikov prve generacije spojin do druge generacije popolnoma sinteznih majhnih 
molekul. Njihova visoka toksičnost, slaba učinkovitost in nestabilnost, predvsem pa delovanje 
povezano z indukcijo toplotnega šoka, predstavljajo glavne omejitve za doseganje njihovega 
terapevtskega potenciala. Nadaljnji poskusi optimizacije spojin tega razreda so privedli do 
odkritja alosteričnega vezavnega mesta na C-končni domeni proteina Hsp90, ki je postal nova 
pomembna tarča za razvoj še obetavnejših zaviralcev proteina Hsp90 kot novih potencialnih 
protitumornih učinkovin (34). 
1.4.1 ZAVIRALCI N-KONČNE DOMENE PROTEINA HSP90 
Prva znana spojina, ki je izkazala zaviralno delovanje na protein Hsp90, je bila spojina 
naravnega izvora geldanamicin (slika 7). Ta naravni zaviralec spada v skupino benzokinonskih 
antibiotikov ansamicina, ki je bil prvič izoliran že leta 1970 iz Streptomyces hygroscopicus, 
njegovo zaviralno aktivnost pa so odkrili šele leta 1994. Gre za kompetitivni zaviralec, ki se 
selektivno veže v vezavno mesto za ATP na NKD, s čimer onemogoči vezavo in nadaljnjo 
hidrolizo molekule ATP. S svojo vezavo popolnoma prekine katalitično aktivnost proteina 
Hsp90, kar privede do izgube od šaperona odvisnih onkogenih substratov in vodi v smrt rakavih 
celic (17,34,35). 
Kljub učinkovitemu protitumornemu delovanju, pa geldanamicin zaradi svoje izredno slabe 
vodotopnosti, omejene stabilnosti in vivo in hepatotoksičnosti ni uspešno prestal faze I kliničnih 
testiranj. Nadaljnja strukturna optimizacija, s katero so poskušali izboljšati farmakokinetične in 
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farmakodinamične lastnosti geldanamicina, je privedla do razvoja skupine ansamicinskih 
derivatov. Prvi med sintetiziranimi derivati, ki je izkazal močno protitumorno delovanje in 
zmanjšano toksičnost, je bil 17-AAG (17-alilamino-17-demetoksigeldanamicin), medtem ko so 
izboljšano vodotopnost in s tem biorazpoložljivost zaviralcev NKD dosegli šele s sintezo 
derivata 17-DMAG (17-dimetilaminoetilamino-17-demetoksigeldanamicina) (slika 7). 
Najuspešnejši med sintetiziranimi derivati geldanamicina, ki je napredoval do faze II in III 
kliničnih testiranj, pa je prav tako vodotopen zaviralec IPI-504 (17-alilamino-17-
demetoksigeldanamicin hidrokinon klorid). Gre za reducirano obliko učinkovine 17-AAG 
(17,19,20,34,35). 
Pomembno skupino zaviralcev vezavnega mesta za molekulo ATP na NKD predstavljajo tudi 
analogi naravnega makrocikličnega laktonskega antibiotika radicikola (slika 7), ki je bil 
prvotno izoliran iz gliv Monocillium nordinii in Monosporium bonorden. Njegovo zaviralno 
aktivnost so povsem po naključju odkrili leta 1998, ko so potrdili njegovo vezavo v ATP-
vezavno mesto proteina Hsp90. Radicikol je v primerjavi z geldanamicinom izkazal močnejše 
zaviralno delovanje, saj se v vezavno mesto veže drugače orientiran in ima zato večjo vezavno 
afiniteto. Kljub izjemnemu zaviralnemu potencialu, pa radicikol zaradi svoje kemijske in 
metabolne nestabilnosti, ne izkazuje protitumornega delovanja in vivo. Stabilnost in in vivo 
učinkovitost so poskušali izboljšati z zmanjšanjem elektrofilne narave radicikola, ki predstavlja 
glavni vzrok njegove nestabilnosti (17,34,35). 
 
Slika 7: Struktura naravnega zaviralca NKD geldanamicina in njegovih izbranih derivatov ter struktura 
naravnega zaviralca NKD radicikola. Prirejeno po (17,34). 
Prvi generaciji sicer selektivnih derivatov obeh naravnih zaviralcev proteina Hsp90, 
geldanamicina in radicikola, je zaradi njihove visoke toksičnosti, slabe učinkovitosti in 
nestabilnosti sledil razvoj druge generacije zaviralcev NKD proteina Hsp90, ki jo predstavlja 
več raznolikih razredov majhnih popolnoma sinteznih spojin (34). 
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Kljub nekaterim obetavnim predkliničnim izidom pri zaviranju raka, pa zaviralci NKD zaradi 
omejene terapevtske uporabe niso prestali kliničnih študij. Glavno omejitev, ki je skupna vsem 
zaviralcem vezavnega mesta za ATP na NKD proteina Hsp90, predstavlja njihovo delovanje, 
ki je povezano z indukcijo toplotnega šoka. Koncentracija zaviralcev, potrebna za učinek, 
namreč sovpada s koncentracijo, ki izzove aktivacijo dejavnika toplotnega šoka (Hsf1). Hsf1 
se v normalnih razmerah nahaja v citoplazmi, vezan na proteine toplotnega šoka, kar zavira 
njegovo delovanje. Nasprotno pa stresni pogoji privedejo do njegove disociacije s proteinov in 
translokacije v jedro celice, kjer preko transkripcije genov še spodbudi sintezo proteinov 
toplotnega šoka, predvsem proteinov Hsp27, Hsp70 in Hsp90. Inducirani proteini 
kompenzatorno stabilizirajo onkogene proteine, kar dodatno pospeši nenadzorovano delitev 
rakavih celic in s tem proces kancerogeneze. Tako se znajdemo v začaranem krogu, ki vodi v 
razvoj rezistence rakavih celic na te protitumorne učinkovine in posledično v njihovo toksičnost 
ter neučinkovitost. Zaradi te velike pomanjkljivosti zaviralcev NKD proteina Hsp90 je bilo 
ključno odkritje alosteričnega vezavnega mesta na CKD proteina, ki je postalo nova pomembna 
tarča razvoja protitumornih učinkovin (19). 
1.4.2 ZAVIRALCI C-KONČNE DOMENE PROTEINA HSP90 
Razvoj zaviralcev CKD proteina Hsp90 se je začel z odkritjem dodatnega vezavnega mesta na 
CKD proteina, ki je tesno povezano z naključnim odkritjem zaviralnega delovanja novobiocina 
na protein Hsp90 (17). Sposobnost novobiocina, ki je primarno znan kot zaviralec bakterijske 
DNA-giraze iz skupine kumarinskih antibiotikov, da s svojo vezavo v CKD alosterično zavira 
delovanje proteina Hsp90, je leta 2000 zasledil Neckers skupaj s svojimi sodelavci. To pa je 
bilo tudi prvič, ko je raziskava pokazala obstoj alternativnega vezavnega mesta za molekulo 
ATP na proteinu Hsp90 (19,30). Naravni zaviralec novobiocin v primerjavi z zaviralci 
vezavnega mesta za ATP NKD ne izzove odziva toplotnega šoka, kljub temu pa ima omejen 
protitumorni terapevtski potencial, saj so za doseganje njegovega zaviralnega delovanja na 
Hsp90 potrebne zelo visoke koncentracije (IC50 ~ 700 μM v človeški celični liniji raka dojk 
SkBr3). Z namenom izboljšanja zaviralne aktivnosti je sledil intenziven razvoj različnih 
analogov novobiocina. Ta razvoj temelji na proučevanju odnosa med strukturo in delovanjem 
potencialnih zaviralcev CKD (SAR), saj kristalna struktura Hsp90 v kompleksu z zaviralcem 
CKD še vedno ni poznana (19,30,33,36). 
Prve pomembne korake v razvoju učinkovitih analogov novobiocina je naredila raziskovalna 
skupina prof. Blagga, saj so raziskali pomen benzamidnega dela, osrednjega kumarinskega 
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obroča in sladkornega dela iz novioze za vezavo v CKD proteina Hsp90 in s tem njihovo vlogo 
v protitumornem delovanju novobiocina (slika 8) (19). 
 
Slika 8: Struktura naravnega zaviralca CKD novobiocina z označenimi tremi bistvenimi strukturnimi elementi. 
Z različnimi modifikacijami vseh treh bistvenih strukturnih elementov novobiocina, je s 
skupino sodelavcev pripravil prvo fokusirano knjižnico analogov, med katerimi je spojina A4 
izkazala najmočnejše antiproliferativno delovanje (IC50 ~ 10 μM v človeški celični liniji raka 
dojk SkBr3) (slika 9) (19,36). Ugotovili so, da je položaj sladkorja novioze na mestu 7 in 
amidne vezi na mestu 3 kumarinskega obroča ključnega pomena za zaviralno delovanje 
sintetiziranega analoga A4. Prav tako pa se njegova zaviralna jakost poveča tudi z uvedbo 
dodatne hidroksilne skupine na sladkorni obroč (19,33,36). Spojina A4 s svojim zaviralnim 
delovanjem izzove odziv toplotnega šoka in spodbudi povečano izražanje proteina Hsp90 že 
pri koncentracijah, ki so 1000 do 10 000-krat nižje od koncentracij, potrebnih za razgradnjo 
proteinskih substratov Hsp90. Spoznanje, da zaviralna aktivnost spojine A4 ne vodi do 
končnega protitumornega delovanja, kot so mislili sprva, temveč da ima spojina 
nevroprotektivno vlogo, je spodbudilo nadaljnja raziskovanja (19,36). Ta so pokazala, da je 
narava delovanja sintetiziranih analogov odvisna od velikosti substituentov na amidnem koncu. 
Spojine, ki izkazujejo nevroprotektivno aktivnost, vsebujejo kratke alkilne ali cikloalkilne 
amidne stranske verige, ki spodbudijo odgovor toplotnega šoka in s tem pravilno zvijanje 
proteinov. Nasprotno pa velike stranske verige, ki vsebujejo 5 ali več C-atomov, prekinejo 
interakcije med Hsp90α in ko-šaperonom Aha1, kar izzove razgradnjo proteinskih substratov 
Hsp90 in vodi v protitumorno delovanje spojin. Podaljšanje verige z uvedbo bifenilne skupine 
na amidni strani je tako pripeljalo do sinteze analoga KU-174, ki izkazuje močno 
antiproliferativno delovanje (IC50 ~ 14 μM v človeški celični liniji raka dojk SkBr3) (slika 9) 
(19,37). 
Tekom raziskav pa ni prišlo samo do modifikacije stranskega benzamidnega dela novobiocina, 
ki omogoča tvorbo interakcij, pomembnih za vezavo v hidrofobni del vezavnega mesta v CKD, 
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temveč so bile izvedene tudi modifikacije sladkornega dela iz novioze. Z namenom izboljšanja 
interakcij z vezavnim mestom so na mesto sladkornega obroča uvedli različne sintezno 
dostopnejše ciklične in aciklične substituente, ki zagotavljajo tvorbo vodikovih in ionskih vezi 
z vezavnim mestom (19,30). Med vsemi testiranimi substituenti se je za najprimernejšega 
izkazal piperidinski obroč. Omenjena modifikacija ni privedla le do učinkovitejših analogov, 
temveč je obenem olajšala tudi njihovo sintezo (slika 9) (19,33,38). 
Razvoj alosteričnih zaviralcev tega razreda je pokazal, da je razdalja med N-atomom desnega 
piperidinskega obroča in N-atomom levega amida izredno pomembna za zagotavljanje 
učinkovite zaviralne aktivnosti spojin. Optimalna razdalja med obema skupinama bi naj bila 
med 7,7 in 12,1 Å (19,33). Za vezavo zaviralcev v CKD proteina Hsp90 pa je pomembna tudi 
ustrezna orientiranost obeh omenjenih stranskih verig, ki se morata z namenom zagotavljanja 
optimalnih molekularnih interakcij s CKD nahajati v linearnem položaju (180°). Planarnost in 
fleksibilnost osrednjega strukturnega dela zaviralcev sta tako ključnega pomena za doseganje 
njihove učinkovite končne zaviralne in protitumorne aktivnosti (30,33). Na podlagi teh dognanj 
so odkrili, da bifenilno ogrodje s substituenti para in meta predstavlja učinkovito zamenjavo za 
osrednji kumarinski obroč, saj poveča antiproliferativno delovanje zaviralcev Hsp90 
(19,30,33). Primer spojine, ki v svoji strukturi vsebuje osrednji bifenilni skelet, je KU-820 (IC50 
~ 0,5 μM v človeški celični liniji raka dojk SkBr3), ki je prikazana na sliki 9 (30). 
Odkritih je bilo torej že veliko zaviralcev Hsp90, vendar pa vse do danes še ni bila nobena od 
teh spojin odobrena s strani Ameriške agencije za hrano in zdravila (ang. Food and Drug 
Administration, FDA), kljub temu da so nekateri zaviralci prestali posamezne faze kliničnih 
študij. Z izboljšano učinkovitostjo in delovanjem, ki ne povzroči odziva toplotnega šoka, kar 
pripomore k zmanjšani toksičnosti, pa vse več obetajo zaviralci, ki se vežejo v alosterično 
vezavno mesto C-končne domene proteina Hsp90. Za končni preboj zaviralcev od kliničnih 
testiranj do terapevtske uporabe bodo potrebne nadaljnje strukturne optimizacije, ki bodo vodile 
do spojin z bolj ugodnimi farmakokinetičnimi in farmakodinamičnimi lastnostmi. 
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Slika 9: Prikaz pomembnejših strukturnih modifikacij novobiocina, ki so pripeljale do analogov z izboljšanim 
protitumornim delovanjem.  
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2 NAMEN IN NAČRT DELA 
Namen magistrskega dela je sinteza in biološko vrednotenje novih 3,4-diklorobenzenskih 
alosteričnih zaviralcev CKD proteina Hsp90 kot potencialnih zdravilnih učinkovin v terapiji 
raka. Izhodišče sinteze bo predstavljala spojina TVS-21, ki je bila predhodno odkrita na Katedri 
za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo v Ljubljani v okviru raziskovalnega projekta, 
del katerega je tudi ta magistrska naloga (39). S tehniko virtualnega rešetanja na osnovi 
farmakofornega modela, postavljenega s pomočjo znanih zaviralcev CKD Hsp90, je 
raziskovalni skupini pod vodstvom mentorja do danes uspelo odkriti in sintetizirati že mnogo 
tovrstnih zaviralcev z večjo jakostjo antiproliferativnega delovanja. Najbolj obetavnim 
zaviralcem Hsp90 so določili citotoksičnost in vitro na človeških celičnih linijah raka jeter 
HepG2 in raka dojk MCF-7. Med njimi je spojina TVS-21 izkazala najmočnejšo zaviralno 
aktivnost na proliferacijo celic, in sicer že v nizkem mikromolarnem koncentracijskem območju 
(IC50(HepG2) = 24,7 μM, IC50(MCF-7) = 44,7 μM), kar je vodilo v njeno nadaljnjo optimizacijo. Z 
upoštevanjem že poznanih farmakofornih elementov bomo tako poskusili sintetizirati nove, 
strukturno optimizirane analoge alosteričnega zaviralca CKD proteina Hsp90 (slika 10). 
 
Slika 10: Struktura spojine TVS-21 z označenimi ključnimi farmakofornimi elementi. 
Vsem sintetiziranim analogom spojine TVS-21 bomo v levem lipofilnem delu strukture, ki je 
odgovoren za tvorbo hidrofobnih interakcij z vezavnim mestom, ohranili fenilni obroč, na 
mesto meta in para obročnega sistema pa vpeljali po en atom klora (slika 11, označeno zeleno). 
Predhodni poskusi optimizacije spojine TVS-21 so namreč pokazali, da je takšen 3,4-dikloro 
substituiran fenilni obroč ključen za izboljšano citotoksično delovanje zaviralcev, saj omogoča 
močnejše hidrofobne interakcije. Pomembno vlogo pri vezavi spojine ima tudi njen osrednji del 
strukture, ki kot distančnik ohranja ustrezno razdaljo in orientiranost levega in desnega dela 
spojine v vezavnem mestu CKD proteina Hsp90. Na osrednjem distančniku bomo ohranili 
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piperidinski in desni fenolni obroč, med njiju pa bomo, z namenom izboljšanja interakcij z 
vezavnim mestom, uvedli amidno vez. Zanimala nas bo tudi vloga hidroksilne skupine, prisotne 
na mestu para piperidinskega obroča v distančniku, ki bi naj bila potencialno odgovorna za 
tvorbo vodikovih vezi (slika 11, označeno rdeče). Interakcijo spojine z vezavnim mestom bomo 
poskusili izboljšati tudi z modifikacijo verige med levim diklorosubstituiranim aromatom in 
osrednjim piperidinskim obročem. Dodatne interakcije v vezavnem mestu CKD Hsp90 bomo 
skušali doseči z uvedbo amidne vezi, prav tako pa bomo proučevali vpliv dolžine verige na 
jakost vezave analogov (slika 11, označeno rumeno). 
Izvedli bomo tudi modifikacijo desnega dela spojine TVS-21, v katerem ima prisotnost 
bazičnega centra ključno vlogo pri zagotavljanju zaviralne aktivnosti potencialnih 
protitumornih učinkovin. Na mesto morfolinskega obroča bomo uvedli piperidinski obroč. Pri 
tem nas bo zanimal odnos med strukturo in delovanjem analogov s prosto aminsko skupino 
piperidina in analogov z modificiranim piperidinskim obročem, kjer bomo na aminsko skupino 
uvedli različne substituente. S spreminjanjem dolžine verige med osrednjim fenolom in 
bazičnim centrom desnega piperidina, pa bomo ovrednotili vpliv razdalje na zaviralno aktivnost 
analogov (slika 11, označeno modro). 
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Slika 11: Načrt optimizacije spojine TVS-21. 
V nadaljevanju bomo vsem končnim sintetiziranim analogom spojine TVS-21 s testom MTS 
ovrednotili njihov vpliv na proliferacijo rakavih celic. V ta namen bomo kot in vitro model 
uporabili človeški celični liniji raka jeter HepG2 in raka dojk MCF-7. Na podlagi zbranih 
rezultatov testiranj bomo primerjali odnos med strukturo in delovanjem, kar bo podalo končno 
informacijo o strukturnih elementih, ključnih za zaviralno in antiproliferativno aktivnost spojin. 
Naše ugotovitve bodo tako prispevale k nadaljnji optimizaciji in sintezi novih zaviralcev CKD 
proteina Hsp90 s še izboljšanim protitumornim delovanjem. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri izvedbi eksperimentalnega dela magistrske naloge smo uporabljali komercialno dostopne 
reagente in topila različnih proizvajalcev (Acros Organics, Apollo Scientific, Fluka, Merck, 
Sigma-Aldrich, Alfa Aesar in TCI). Kemikalije smo uporabili brez predhodne predpriprave in 
čiščenja. 
3.2 METODE 
3.2.1 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.2.1.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Tankoplastno kromatografijo (ang. Thin layer chromatography, TLC) smo uporabili za 
spremljanje poteka kemijskih reakcij, preverjanje čistote vmesnih in končnih spojin, pri iskanju 
primerne mobilne faze za čiščenje spojin s »flash« kolonsko kromatografijo in pri določevanju 
frakcij, v katerih se po kolonski kromatografiji nahaja spojina, ki jo želimo izolirati. Pri izvedbi 
tankoplastne kromatografije smo uporabili TLC plošče DC Fertigplatten Kieselgel 60 F254 
proizvajalca Merck, pri katerih stacionarno fazo predstavlja 0,20 mm debela plast silikagela 
nanesenega na aluminijastem nosilcu velikosti 20 × 20 cm. Mobilno fazo smo pripravili s 
kombinacijo različnih organskih topil (diklorometana, metanola, etilacetata, heksana) v 
ustreznih razmerjih, ki so navedena v sinteznih postopkih posameznih spojin v poglavju 
Eksperimentalno delo. Raztopljene vzorce smo na ploščico TLC nanašali s pomočjo steklene 
kapilare, kromatograme pa smo razvijali v stekleni kadički z ustrezno mobilno fazo. Prisotnost 
spojin na kromatografskih ploščicah smo detektirali s pomočjo UV svetlobe pri valovni dolžini 
254 nm in orositvenega reagenta ninhidrina. 
3.2.1.2 »Flash« kolonska kromatografija 
»Flash« kolonsko kromatografijo smo uporabili za čiščenje spojin, ki jih z ekstrakcijo oz. 
prekristalizacijo nismo uspeli očistiti. Pri tem smo kot stacionarno fazo uporabili silikagel 60 z 
velikostjo delcev 0,040 - 0,063 mm, proizvajalca Merck. Mobilno fazo smo pripravili s 
kombinacijo organskih topil (etilacetata in heksana) v ustreznih razmerjih, ki so navedena v 
sinteznih postopkih posameznih spojin v poglavju Eksperimentalno delo. Za ločitev faz v 
koloni pa smo uporabili pesek proizvajalca Sigma-Aldrich. Pri izvedbi kolonske kromatografije 
smo pretok mobilne faze po potrebi pospešili z uvajanjem zračnega nadtlaka, nato pa zbrane 
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frakcije eluiranih spojin analizirali s tankoplastno kromatografijo. Prisotnost produkta in v njem 
zaostalih nečistot smo na razvitih kromatografskih ploščicah detektirali s pomočjo UV svetlobe 
pri valovni dolžini 254 nm in orositvenega reagenta ninhidrina. 
3.2.2 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.2.2.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Metodo jedrske magnetne resonance (ang. Nuclear magnetic resonance, NMR) smo uporabili 
za potrditev oz. določitev strukture izoliranih vmesnih in končnih produktov ter za spremljanje 
njihove čistote. Spektre 1H NMR smo posneli pri frekvenci 400 MHz na spektrometru Bruker 
Avance III 400 na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Vzorce smo pred snemanjem 
raztopili v devteriranem topilu kloroform (CDCl3) ali v devteriranem topilu dimetilsulfoksid 
(DMSO-d6). Kot interni standard smo uporabili tetrametilsilan (TMS). Kemijske premike (δ) 
smo podali v enotah ppm (»parts per million«), relativno na interni standard, sklopitvene 
konstante (J) pa smo podali v enoti hertz (Hz). Oblike vrhov smo opisali s standardnimi 
oznakami za singlet (s), dublet (d), dublet dubleta (dd), dublet dubleta dubleta (ddd), triplet (t), 
kvartet (q) in multiplet (m). Posnete NMR spektre smo obdelali v računalniškem programu 
MestReNova. 
3.2.2.2 Masna spektrometrija (MS) 
Metodo masne spektrometrije (ang. Mass spectrometry, MS) smo uporabili za potrditev 
identifikacije strukture čistih, izoliranih spojin. Masne spektre vmesnih spojin smo posneli na 
masnem spektrometru Advion expression CMSL na Fakulteti za farmacijo Univerze v 
Ljubljani. Končnim spojinam pa smo posneli spektre masne spektrometrije visoke ločljivosti 
(ang. High resolution mass spectrometry, HRMS) na masnem spektrometru visoke ločljivosti 
ExactiveTM Plus Orbitrap Mass Spectrometer prav tako na Fakulteti za farmacijo Univerze v 
Ljubljani. Analize MS in HRMS smo izvedli s tehniko ionizacije z razprševanjem v električnem 
polju (ang. Electrospray ionisation, ESI). 
3.2.3 DOLOČANJE TALILNEGA INTERVALA 
Trdnim in čistim izoliranim spojinam smo določili temperaturo tališča na Kofflerjevem 
mikroskopu z ogrevalno mizico proizvajalca Leica in s pomočjo termometra 52 II Thermometer 
proizvajalca Fluke. Tališča smo podali v obliki temperaturnih intervalov. 
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3.2.4 PROGRAMSKA OPREMA 
3.2.4.1 Nomenklatura in risanje spojin 
Za risanje strukturnih formul spojin in reakcijskih shem, za izračun molekulskih mas ter za 
poimenovanje spojin po nomenklaturi IUPAC smo uporabljali računalniški program 
ChemDraw Ultra 12.0.2.1076, podjetja CambridgeSoft. 
3.2.4.2 Obdelava spektrov 1H NMR 
Posnete 1H NMR spektre smo obdelali in analizirali v računalniškem programu MestReNova 
6.0.2-5475, proizvajalca Mestrelab Research S.L. 
3.2.5 BIOLOŠKA TESTIRANJA 
Vsem končnim sintetiziranim zaviralcem proteina Hsp90 je doktorandka Živa Zajec, mag. 
farm., na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo določila tudi antiproliferativno 
delovanje, ki predstavlja pomembno orodje za vrednotenje citostatičnega in citotoksičnega 
delovanja potencialnih protitumornih učinkovin. 
Vpliv sintetiziranih spojin na proliferacijo celic je bil določen in vitro na človeških celičnih 
linijah raka jeter HepG2 in raka dojk MCF-7 s testom MTS podjetja Promega (CellTiter 96® 
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay). Test je varna, enostavna, dobro uveljavljena in 
hitro izvedljiva kolorimetrična metoda, ki temelji na določanju števila metabolno aktivnih celic. 
Rumeno obarvan reagent vsebuje tetrazolijevo sol MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol) in sklopitveni reagent PES 
(fenazin etosulfat). Sklopitveni reagent je dodan z namenom povečanja občutljivosti metode, 
hkrati pa ima tudi vlogo kemičnega stabilizatorja, kar omogoča, da skupaj s tetrazolijevo soljo 
tvorita stabilno raztopino, ki je obstojna več mesecev (40). 
Protokol testa MTS temelji na redukciji substrata MTS do formazana (slika 12). Omenjena 
reakcija poteče le v celicah z aktivnim metabolizmom, saj so le v živih celicah prisotne 
reducirajoče molekule NADH in NADPH, ki povzročijo prenos elektronov na PES. Tako 
reduciran PES nato direktno reducira tetrazolijevo sol MTS do intenzivno vijolično obarvanega 
formazana. Nastali formazan je topen v gojitvenem mediju, kar nam omogoča neposredno 
merjenje absorbance iz testne mikrotitrske plošče pri valovni dolžini 490 nm. Izmerjena 
absorbanca nam pove količino nastalega formazana, ki je sorazmerna deležu živih celic v 
vzorcu. Reagent prehaja tudi v mrtve celice, ki pa zaradi svoje metabolne neaktivnosti izgubijo 
sposobnost za redukcijo substrata MTS (40,41). 
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Slika 12: Struktura substrata MTS in njegova pretvorba do formazana pod vplivom reducirajočih molekul 
NADH in NADPH, ki so prisotne le v metabolno aktivnih celicah. Prirejeno po (40,41). 
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4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 SPLOŠNI SINTEZNI POSTOPKI 
4.1.1 Splošni sintezni postopek A: TVORBA AMIDNE VEZI S POMOČJO 
SKLOPITVENIH REAGENTOV 
V bučko smo natehtali ustrezno izhodno kislino (1,00 mmol) in jo raztopili v DMF (uporabljeni 
volumni topila so navedeni v sinteznih postopkih posameznih spojin). Raztopino smo na ledeni 
kopeli ohladili na 0 °C in ji nato med mešanjem v naslednjem vrstnem redu dodali EDC (1,20 
mmol), HOBt (1,30 mmol) in NMM (2,00 mmol). Po 20 min mešanja na ledeni kopeli smo 
reakcijski zmesi dodali še ustrezni izhodni amin (1,00 mmol). Nato smo ledeno kopel odstranili 
in pustili, da se reakcijska zmes počasi segreje na sobno temperaturo. Reakcijsko zmes smo 
pustili mešati na sobni temperaturi 1 dan. Ekstrakcija v liju ločniku in nadaljnje čiščenje sta bila 
izvedena specifično za vsako posamezno spojino. 
4.1.2 Splošni sintezni postopek B: ODSTRANITEV ZAŠČITNE SKUPINE 
BOC 
Tekom eksperimentalnega dela smo se posluževali treh različnih postopkov odstranitve 
zaščitne skupine Boc z aminske skupine. 
4.1.2.1 Splošni sintezni postopek B1 
Ustrezno izhodno spojino z zaščitno skupino Boc na aminski skupini (1,00 mmol) smo raztopili 
v DKM (uporabljeni volumni topila so navedeni v sinteznih postopkih posameznih spojin) in 
dodali TFA (10,0 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati na sobni temperaturi 1 dan. 
Nadaljnja izolacija in čiščenje sta bila izvedena specifično za vsako posamezno spojino. 
4.1.2.2 Splošni sintezni postopek B2 
Ustrezno izhodno spojino z zaščitno skupino Boc na aminski skupini (1,00 mmol) smo raztopili 
v 1,4-dioksanu (uporabljeni volumni topila so navedeni v sinteznih postopkih posameznih 
spojin) in dodali 4 M HCl v 1,4-dioksan/voda (20,0 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati 
na sobni temperaturi 1 dan. Nadaljnja izolacija in čiščenje sta bila izvedena specifično za vsako 
posamezno končno spojino. 
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4.1.2.3 Splošni sintezni postopek B3 
Bučko z ustrezno izhodno spojino z zaščitno skupino Boc na aminski skupini (1,00 mmol) smo 
zaprli s septo in prepihali z argonom. Prepihovali smo tako, da smo septo prebodli z dvema 
iglama; z iglo z balončkom argona, s katero smo argon uvajali v bučko in s prosto iglo, preko 
katere je plin iz bučke izhajal. Po prepihovanju smo iglo za odvajanje plinov odstranili in pustili 
iglo za argon. Nato smo pod inertnimi pogoji s pomočjo steklene brizge s kovinsko iglo, s katero 
smo prebodli septo, dodali 1 M HCl v ocetni kislini (10,0 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili 
mešati v argonovi atmosferi na sobni temperaturi 1 dan. Nadaljnja izolacija in čiščenje sta bila 
izvedena specifično za vsako posamezno končno spojino. 
4.1.3 Splošni sintezni postopek C: BAZIČNA HIDROLIZA ESTRA 
Ustrezni izhodni metilni aromatski ester (1,00 mmol) smo raztopili v MeOH (20,0 mmol) in 
dodali 2 M NaOH (3,00 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati pri 50 °C 1 dan. Nadaljnja 
izolacija in čiščenje sta bila izvedena specifično za vsako posamezno spojino. 
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4.2 POSAMEZNI SINTEZNI POSTOPKI 
4.2.1 Sinteza 2-(3,4-diklorofenil)-N-(1-(4-(piperidin-4-
ilmetoksi)benzoil)piperidin-4-il)acetamida (7) 
 
Shema 1: Reakcijska shema sinteze končne spojine 7. Reagenti in pogoji: a) i. EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C, 
20 min; ii. 0 °C → sobna T, 1 dan; b) TFA, DKM, sobna T, 1 dan; c) i. EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C, 20 min; 
ii. 0 °C → sobna T, 1 dan; d) 4 M HCl v 1,4-dioksan/voda, 1,4-dioksan, sobna T, 1 dan. 
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a) Sinteza terc-butil 4-(2-(3,4-diklorofenil)acetamido)piperidin-1-karboksilata (1) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku A iz 2-(3,4-diklorofenil)ocetne kisline 
(500 mg, 2,44 mmol), EDC (561 mg, 2,93 mmol), HOBt (428 mg, 3,17 mmol), NMM (0,530 
mL, 4,88 mmol) in terc-butil 4-aminopiperidin-1-karboksilata (488 mg, 2,44 mmol). Pri 
reakciji smo uporabili 10 mL topila DMF. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi dodali 
EtOAc (50 mL) ter organsko fazo spirali z 1 % raztopino citronske kisline (2 × 50 mL). Glede 
na TLC nam je pri spiranju organske faze z 1 % raztopino citronske kisline produkt ostal 
raztopljen v vodni fazi, zaradi česar smo vodno fazo dodatno ekstrahirali z EtOAc (1 × 50 mL 
in 1 × 30 mL). Nato smo vse tri organske faze združili in jih zaporedoma sprali z nasičeno 
vodno raztopino NaHCO3 (2 × 50 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (1 × 50 mL). 
Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo 
EtOAc pod znižanim tlakom. Dobljeni produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v 
naslednji stopnji reakcije. 
Po ekstrakciji smo izolirali 718 mg spojine 1. Izkoristek reakcije: 76 %; bledo rumena do bela 
trdna snov; Rf (diklorometan/metanol = 9/1) = 0,61; Ttal = 130-133 °C. 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ 7,40 (d, J = 4,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,36 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,10 (dd, J = 6,1 Hz, 
1H, Ar-H), 5,34 (d, J = 7,8 Hz, 1H, NH), 4,05 – 3,97 (m, 2H, CH2), 3,92 – 3,88 (m, 1H, CH), 
3,47 (s, 2H, CH2), 2,80 (t, J = 10,5 Hz, 2H, CH2), 1,88 – 1,84 (m, 2H, CH2), 1,43 (s, 9H, 3 × 
CH3), 1,26 – 1,22 (m, 2H, CH2) ppm. MS (ESI+) m/z = 408,9 ([M+Na]+). 
b) Sinteza 2-(3,4-diklorofenil)-N-(piperidin-4-il)acetamida (2) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B1 iz spojine 1 (676 mg, 1,75 mmol) in 
TFA (1,38 mL, 17,9 mmol), pri čemer smo uporabili 13 mL topila DKM. Po končani reakciji 
smo reakcijski zmesi dodali destilirano vodo (10 mL), vsebino bučke dobro premešali in zmes 
naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (10 mL). Sledila je ločitev vodne in organske faze, nakar smo 
vodno fazo spirali z DKM (2 × 20 mL). Združene organske faze smo sušili nad brezvodnim 
Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo DKM pod znižanim tlakom. Dobljeni 
produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
Izolirali smo 428 mg čiste spojine 2. Izkoristek reakcije: 85 %; svetlo rumena trdna snov; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1) = 0; Ttal = 131-132 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,41 (d, J 
= 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,37 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,11 (dd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 1,9 Hz, 1H, Ar-
H), 5,32 (d, J = 17,9 Hz, 1H, NH), 3,88 – 3,81 (m, 1H, CH), 3,46 (s, 2H, CH2), 3,05 – 3,00 (m, 
2H, CH2), 2,69 – 2,63 (m, 2H, CH2), 1,92 – 1,86 (m, 2H, CH2), 1,27 – 1,21 (m, 2H, CH2) ppm. 
Signala za NH skupino v NMR spektru ne vidimo. MS (ESI+) m/z = 286,7 ([M+H]+). 
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c) Sinteza terc-butil 4-((4-(4-(2-(3,4-diklorofenil)acetamido)piperidin-1-
karbonil)fenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (3) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku A iz 4-((1-(terc-
butoksikarbonil)piperidin-4-il)metoksi)benzojske kisline (117 mg, 349 μmol; opis sinteze 
spojine je naveden v literaturnem viru (42)), EDC (80 mg, 417 μmol), HOBt (61 mg, 451 μmol), 
NMM (75,70 μL, 696 μmol) in spojine 2 (100 mg, 348 μmol). Pri reakciji smo uporabili 3 mL 
topila DMF. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi dodali EtOAc (20 mL) ter organsko fazo 
ekstrahirali z 1 % raztopino citronske kisline (2 × 20 mL), nasičeno vodno raztopino NaHCO3 
(2 × 20 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (1 × 20 mL). Organsko fazo smo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo EtOAc pod znižanim tlakom. 
Dobljeni produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
Po ekstrakciji smo izolirali 162 mg spojine 3. Izkoristek reakcije: 77 %; svetlo rumena oljnata 
snov; Rf (diklorometan/metanol = 9/1) = 0,42. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,42 – 7,40 (m, 
1H, Ar-H), 7,36 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,34 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,32 (d, J = 2,0 Hz, 
1H, Ar-H), 7,10 (dd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 6,88 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,86 
(d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 5,45 (d, J = 7,9 Hz, 1H, NH), 4,12 (q, J = 6,8 Hz, 4H, 2 × CH2), 4,03 
– 4,00 (m, 1H, CH), 3,81 (d, J = 6,4 Hz, 2H, CH2), 3,47 (s, 2H, CH2), 3,05 – 2,93 (m, 2H, CH2), 
2,76 (t, J = 11,7 Hz, 2H, CH2), 2,03 – 1,86 (m, 5H, CH, 2 × CH2), 1,83 – 1,79 (m, 2H, CH2), 
1,46 (s, 9H, 3 × CH3), 1,31 – 1,28 (m, 2H, CH2) ppm. MS (ESI+) m/z = 627,8 ([M+Na]+). 
d) Sinteza 2-(3,4-diklorofenil)-N-(1-(4-(piperidin-4-ilmetoksi)benzoil)piperidin-4-
il)acetamida (7) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B2 iz spojine 3 (103 mg, 170 μmol) in 4 
M HCl v 1,4-dioksan/voda (0,860 mL, 3,44 mmol), pri čemer smo uporabili 6,1 mL topila 1,4-
dioksan. Po končani reakciji odščite amina, smo organsko topilo odparili pod znižanim tlakom 
in suhi preostanek spirali z dietiletrom (3 × 10 mL), ki smo ga prav tako odstranili pod znižanim 
tlakom. Pri tem so izpadli svetlo rumeni kristalčki soli produkta 7, ki so v trenutku vezali vlago 
iz zraka. Izolirali smo 120 mg soli produkta 7 v obliki svetlo rumenega olja. Glede na 1H NMR 
spekter je izolirana sol vsebovala zaostalo topilo in nečistote, zato smo jo dodatno sušili na 
vakuumski črpalki in nato še čistili. V ta namen smo v bučko dodali destilirano vodo (5 mL) in 
s pomočjo ultrazvoka dosegli, da se je sol produkta 7 v vodi raztopila. Nastali raztopini smo 
izmerili pH vrednost, ki je znašala pH=3. Zaradi že kislega pH nam raztopine ni bilo potrebno 
nakisati z 1 M HCl. Vodno raztopino smo ekstrahirali z EtOAc (2 × 10 mL), nakar smo ločili 
vodno in organsko fazo ter vodno fazo naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH. Pri tem je izpadla 
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bela oborina produkta, ki smo jo iz vodne faze ekstrahirali z DKM (3 × 20 mL). Pri ekstrakciji 
se je med ločevanjem vodne in organske faze na dnu lija ločnika nabirala rumena oborina, ki ni 
bila topna v organski kot tudi ne v vodni fazi. Najverjetneje je šlo za nečistoto, zato je nismo 
združili z organsko fazo. Združene organske faze smo spirali z nasičeno vodno raztopino NaCl 
(1 × 20 mL). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in 
odparili topilo DKM pod znižanim tlakom. 
Masa izoliranega končnega produkta 7 je znašala 91 mg. Izkoristek reakcije: 106 % (produkt 
ni bil popolnoma suh); rumena oljnata snov; Rf (diklorometan/metanol = 20/1) = 0. 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3): δ 7,39 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,35 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,33 (d, J 
= 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,10 (dd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,88 (d, J = 2,6 Hz, 1H, 
Ar-H), 6,86 (d, J = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 5,61 (d, J = 7,9 Hz, 1H, NH), 4,76 – 4,33 (m, 1H, NH), 
4,04 – 3,99 (m, 1H, CH), 3,81 (d, J = 6,3 Hz, 2H, CH2), 3,47 (s, 2H, CH2), 3,26 – 3,20 (m, 2H, 
CH2), 3,06 – 2,94 (m, 2H, CH2), 2,76 – 2,69 (m, 2H, CH2), 2,56 – 2,45 (m, 2H, CH2), 2,01 – 
1,78 (m, 7H, CH, 3 × CH2), 1,44 – 1,37 (m, 2H, CH2) ppm. HRMS (ESI+) za C26H33Cl2N3O3 
(M+H+): izračunan 504,18262; izmerjen 504,18032. 
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4.2.2 Sinteza 2-(3,4-diklorofenil)-1-(4-(4-(piperidin-4-
ilmetoksi)benzoil)piperazin-1-il)etanona (8) 
 
Shema 2: Reakcijska shema sinteze končne spojine 8. Reagenti in pogoji: a) i. EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C, 
20 min; ii. 0 °C → sobna T, 1 dan; b) TFA, DKM, sobna T, 1 dan; c) i. EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C, 20 min; 
ii. 0 °C → sobna T, 3 dni; d) 4 M HCl v 1,4-dioksan/voda, 1,4-dioksan, sobna T, 1 dan. 
a) Sinteza terc-butil 4-(2-(3,4-diklorofenil)acetil)piperazin-1-karboksilata (4) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku A iz 2-(3,4-diklorofenil)ocetne kisline 
(500 mg, 2,44 mmol), EDC (467 mg, 2,44 mmol), HOBt (330 mg, 2,44 mmol), NMM (0,270 
mL, 2,48 mmol) in terc-butil piperazin-1-karboksilata (454 mg, 2,44 mmol). Pri reakciji smo 
31 
 
uporabili 10 mL topila DMF. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi dodali EtOAc (20 mL) 
ter organsko fazo ekstrahirali z 1 % raztopino citronske kisline (2 × 20 mL), nasičeno vodno 
raztopino NaHCO3 (2 × 20 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (1 × 20 mL). Organsko fazo 
smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo EtOAc pod 
znižanim tlakom. Dobljeni produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji 
reakcije. 
Po ekstrakciji smo izolirali 395 mg spojine 4. Izkoristek reakcije: 43 %; bela trdna snov; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1) = 0,59; Ttal = 96-97 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,40 (d, 
J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,35 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,08 (dd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 2,1 Hz 1H, 
Ar-H), 3,68 (s, 2H, CH2), 3,62 – 3,59 (m, 2H, CH2), 3,43 – 3,39 (m, 4H, 2 × CH2), 3,34 (t, J = 
4,5 Hz, 2H, CH2), 1,46 (s, 9H, 3 × CH3) ppm. MS (ESI+) m/z = 394,9 ([M+Na]+). 
b) Sinteza 2-(3,4-diklorofenil)-1-(piperazin-1-il)etanona (5) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B1 iz spojine 4 (369 mg, 989 μmol) in 
TFA (0,760 mL, 9,86 mmol), pri čemer smo uporabili 7,1 mL topila DKM. Po končani reakciji 
smo reakcijski zmesi dodali destilirano vodo (7-8 mL), vsebino bučke dobro premešali in zmes 
naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (10 mL). Sledila je ločitev vodne in organske faze, nakar smo 
vodno fazo spirali z DKM (3 × 20 mL). Združene organske faze smo sušili nad brezvodnim 
Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo DKM pod znižanim tlakom. Dobljeni 
produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
Izolirali smo 219 mg čiste spojine 5. Izkoristek reakcije: 81 %; rumena trdna snov; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1) = 0; Ttal = 70-71 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,40 - 7,37 
(m, 1H, Ar-H), 7,34 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,08 (dd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 
3,66 (s, 2H, CH2), 3,63 – 3,59 (m, 2H, CH2), 3,44 – 3,40 (m, 2H, CH2), 2,85 – 2,81 (m, 2H, 
CH2), 2,77 – 2,73 (m, 2H, CH2) ppm. Signala za NH skupino v NMR spektru ne vidimo. MS 
(ESI+) m/z = 272,8 ([M+H]+). 
c) Sinteza terc-butil 4-((4-(4-(2-(3,4-diklorofenil)acetil)piperazin-1-
karbonil)fenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (6) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku A iz 4-((1-(terc-
butoksikarbonil)piperidin-4-il)metoksi)benzojske kisline (226 mg, 674 μmol; opis sinteze 
spojine je naveden v literaturnem viru (42)), EDC (129 mg, 673 μmol), HOBt (91 mg, 674 
μmol), NMM (73,30 μL, 674 μmol) in spojine 5 (184 mg, 674 μmol). Pri reakciji smo uporabili 
3 mL topila DMF. Reakcijsko zmes smo pustili mešati na sobni temperaturi čez vikend. Po 
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TLC sodeč je reakcija po treh dneh potekla do konca, vendar je pri tem izpadla svetlo bež 
oborina. Da bi se prepričali o morebitnem vzroku za nastanek oborine, smo v reakcijsko zmes 
ponovno dodali NMM (73,30 μL, 674 μmol). Pustili smo, da se reakcijska zmes meša na sobni 
temperaturi in potek reakcije spremljali s tankoplastno kromatografijo. Ko smo po približno 1 
uri mešanja presodili, da se kljub dodatku NMM oborina ne bo raztopila, oba izhodna reaktanta 
pa sta se že porabila, smo reakcijski zmesi dodali EtOAc (20 mL). Sledila je ekstrakcija 
organske faze z 1 % raztopino citronske kisline (2 × 20 mL), nasičeno vodno raztopino NaHCO3 
(2 × 20 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (1 × 20 mL). Organsko fazo smo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo EtOAc pod znižanim tlakom. 
Dobljeni produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
Po ekstrakciji smo izolirali 405 mg spojine 6. Izkoristek reakcije: 102 %; bledo rumena do bela 
trdna snov; Rf (diklorometan/metanol = 20/1) = 0,19; Ttal = 131-132 °C. 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ 7,40 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,36 (d, J = 4,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,36 – 7,32 (m, 2H, 
2 × Ar-H), 7,08 (dd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,89 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 
4,34 – 3,99 (m, 2H, CH2), 3,82 (d, J = 6,3 Hz, 2H, CH2), 3,68 (s, 2H, CH2), 3,67 – 3,19 (m, 8H, 
4 × CH2), 2,74 (s, 2H, CH2), 2,03 – 1,90 (m, 1H, CH), 1,81 (d, J = 12,7 Hz, 2H, CH2), 1,46 (s, 
9H, 3 × CH3), 1,32 – 1,20 (m, 2H, CH2) ppm. MS (ESI+) m/z = 611,8 ([M+Na]+). 
d) Sinteza 2-(3,4-diklorofenil)-1-(4-(4-(piperidin-4-ilmetoksi)benzoil)piperazin-1-
il)etanona (8) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B2 iz spojine 6 (348 mg, 589 μmol) in 4 
M HCl v 1,4-dioksan/voda (2,90 mL, 11,6 mmol), pri čemer smo uporabili 20,7 mL topila 1,4-
dioksan. Glede na TLC reakcija po 1 dnevu ni potekla do konca, zato smo v reakcijsko zmes 
dodali dodatno količino 4 M HCl v 1,4-dioksan/voda (2,90 mL, 11,6 mmol). Potek reakcije na 
sobni temperaturi smo spremljali s tankoplastno kromatografijo. Ko smo presodili, da je 
reakcija odstranitve zaščitne skupine na aminu potekla do konca, smo organsko topilo odparili 
pod znižanim tlakom in suhi preostanek spirali z dietiletrom (3 × 10 mL), ki smo ga prav tako 
odstranili pod znižanim tlakom. Na podlagi izkušenj, ki smo jih pridobili pri sintezi končnega 
produkta 7, smo sol produkta 8 dodatno sušili pod znižanim tlakom na rotavaporju in na 
vakuumski črpalki. Izolirali smo 401 mg soli produkta 8 v obliki rdeče do rjavo, rahlo 
oranžnega olja, ki smo ga po sušenju še dodatno čistili. V ta namen smo v bučko dodali 
destilirano vodo (5 mL) in s pomočjo ultrazvoka dosegli, da se je sol produkta 8 v vodi raztopila. 
Nastali raztopini smo izmerili pH vrednost, ki je znašala pH=1-2. Zaradi že kislega pH nam 
raztopine ni bilo potrebno nakisati z 1 M HCl. Vodno raztopino smo ekstrahirali z EtOAc (1 × 
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10 mL), nakar smo ločili vodno in organsko fazo ter vodno fazo naalkalili do pH=14 z 2 M 
NaOH. Pri tem je izpadla rumena oborina produkta, ki smo jo iz vodne faze ekstrahirali z DKM 
(3 × 20 mL). Po TLC sodeč, smo mislili, da nam je po ekstrakciji z DKM v vodni fazi še vedno 
ostalo precej produkta, zato smo vodno fazo dodatno spirali z EtOAc (3 × 20 mL). Razvita TLC 
ploščica vodne in organske faze po spiranju z EtOAc pa je pokazala, da v vodni fazi zaostala 
spojina ni naš končni produkt 8, zato smo vodno in združene organske faze po ekstrakciji z 
EtOAc zavrgli. V nadaljevanju smo uporabili le združene organske faze po ekstrakciji z DKM, 
ki smo jih spirali z nasičeno vodno raztopino NaCl (1 × 20 mL). Organsko fazo smo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo DKM pod znižanim tlakom. 
Masa izoliranega končnega produkta 8 je znašala 154 mg. Izkoristek reakcije: 53 %; intenzivno 
rumeno strjeno olje; Rf (diklorometan/metanol = 20/1) = 0. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,40 
(d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,37 (d, J = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,35 (d, J = 2,2 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 
7,08 (dd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,90 (d, J = 4,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,88 (d, J = 4,2 
Hz, 1H, Ar-H), 3,86 (d, J = 6,1 Hz, 2H, CH2), 3,70 (s, 2H, CH2), 3,68 – 3,60 (m, 4H, 2 × CH2), 
3,56 – 3,50 (m, 4H, 2 × CH2), 3,15 – 3,01 (m, 2H, CH2), 2,93 – 2,85 (m, 2H, CH2), 2,12 – 2,02 
(m, 3H, CH, CH2), 1,84 – 1,75 (m, 2H, CH2) ppm. Signala za NH skupino v NMR spektru ne 
vidimo. HRMS (ESI+) za C25H30Cl2N3O3 (M+H+): izračunan 490,16697; izmerjen 490,16489. 
4.2.3 Priprava spojine terc-butil 4-(4-(metoksikarbonil)fenoksi)piperidin-1-
karboksilata (9) 
 
Slika 13: Spojina 9. 
Pri sintezah spojin 10 in 11 (opisano v nadaljevanju) smo izhajali iz spojine 9, ki je bila 
predhodno sintetizirana na katedri s strani študentke Patricije Zver pod vodstvom izr. prof. dr. 
Tihomirja Tomašiča, mag. farm. (42). Spojina je vsebovala zaostale nečistote, zato smo 1,653 
g spojine 9 očistili s »flash« kolonsko kromatografijo z uporabo mobilne faze etilacetat/heksan 
= 1/4. 
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Izolirali smo 906 mg čiste spojine 9. Spojina 9 je bela trdna snov. Rf (etilacetat/heksan = 1/1) = 
0,6. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,99 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,97 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-
H), 6,92 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,90 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 4,58 – 4,54 (m, 1H, CH), 
3,88 (s, 3H, CH3), 3,70 – 3,65 (m, 2H, CH2), 3,40 – 3,34 (m, 2H, CH2), 1,95 – 1,90 (m, 2H, 
CH2), 1,80 – 1,75 (m, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm. 
4.2.4 Sinteza metil 4-(piperidin-4-iloksi)benzoata (10) 
 
Shema 3: Reakcijska shema sinteze spojine 10. Reagenti in pogoji: a) TFA, DKM, sobna T, 3 dni. 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B1 iz spojine 9 (600 mg, 1,79 mmol,) in 
TFA (1,38 mL, 17,9 mmol), pri čemer smo uporabili 12 mL topila DKM. Reakcijsko zmes smo 
pustili mešati na sobni temperaturi čez vikend. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi dodali 
destilirano vodo (10 mL) in pomerili pH vrednost, ki je znašala pH=1. Vsebino bučke smo 
dobro premešali in zmes naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (10 mL). Sledila je ločitev vodne in 
organske faze, nakar smo vodno fazo spirali z DKM (3 × 20 mL). Združene organske faze smo 
sušili nad brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo DKM pod 
znižanim tlakom. Dobljeni produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v nadaljnjih 
reakcijah. 
Izolirali smo 353 mg čiste spojine 10. Izkoristek reakcije: 84 %; bela trdna snov; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1) = 0; Ttal = 47-48 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,97 (d, J 
= 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,96 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,91 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 6,90 (d, J 
= 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 4,48 – 4,44 (m, 1H, CH), 3,87 (s, 3H, CH3), 3,16 – 3,12 (m, 2H, CH2), 
2,78 – 2,73 (m, 2H, CH2), 2,03 – 1,99 (m, 2H, CH2), 1,70 – 1,66 (m, 2H, CH2) ppm. Signala za 
NH skupino v NMR spektru ne vidimo. MS (ESI+) m/z = 235,9 ([M+H]+). 
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4.2.5 Sinteza 4-((1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-il)oksi)benzojske kisline 
(11) 
 
Shema 4: Reakcijska shema sinteze spojine 11. Reagenti in pogoji: a) 2 M NaOH, MeOH, 50 °C, 1 dan. 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku C iz spojine 9 (306 mg, 912 μmol) in 2 
M NaOH (1,37 mL, 2,74 mmol), pri čemer smo uporabili 9 mL topila MeOH. Po končani 
reakciji smo odparili topilo MeOH pod znižanim tlakom. Nastala je bela trdna oborina (sol), ki 
smo jo raztopili v destilirani vodi (15 mL). Vodno raztopino smo nakisali do pH=1-2 z 1 M 
HCl. Pri tem je izpadel produkt, ki smo ga odfiltrirali z odsesavanjem in posušili v sušilniku do 
konstantne mase (pogoji sušenja: 60 °C, t~1 h 45 min). Dobljeni produkt smo brez dodatnega 
čiščenja uporabili v nadaljnjih reakcijah. 
Izolirali smo 256 mg spojine 11. Izkoristek reakcije: 87 %; bela trdna praškasta snov; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1) = 0; Ttal = 162-163 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8,05 (d, 
J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 8,04 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,95 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,93 (d, 
J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 4,60 – 4,57 (m, 1H, CH), 3,73 – 3,67 (m, 2H, CH2), 3,40 – 3,35 (m, 2H, 
CH2), 1,94 (dd, J1 = 10,4 Hz, J2 = 6,4 Hz, 2H, CH2), 1,78 (dd, J1 = 12,2 Hz, J2 = 5,1 Hz, 2H, 
CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm. Signala za COOH skupino v NMR spektru ne vidimo. MS 
(ESI+) m/z = 344,0 ([M+H]+). 
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4.2.6 Sinteza 4-(4-(4-((3,4-diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karbonil)fenoksi)piperidinijevega klorida (13) 
 
Shema 5: Reakcijska shema sinteze končne spojine 13. Reagenti in pogoji: a) i. EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C, 
20 min; ii. 0 °C → sobna T, 1 dan; b) 1 M HCl v ocetni kislini, sobna T, 1 dan. 
a) Sinteza terc-butil 4-(4-(4-((3,4-diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karbonil)fenoksi)piperidin-1-karboksilata (12) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku A iz spojine 11 (116 mg, 361 μmol), EDC 
(83 mg, 433 μmol), HOBt (64 mg, 474 μmol), NMM (78,80 μL, 724 μmol) in 4-((3,4-
diklorofenoksi)metil)piperidin-4-ola (100 mg, 362 μmol; predhodno sintetiziran na katedri s 
strani študentke pod vodstvom izr. prof. dr. Tihomirja Tomašiča, mag. farm.). Pri reakciji smo 
uporabili 2,6 mL topila DMF. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi dodali EtOAc (20 mL) 
ter organsko fazo ekstrahirali z 1 % raztopino citronske kisline (2 × 20 mL), nasičeno vodno 
raztopino NaHCO3 (4 × 20 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (1 × 20 mL). Organsko fazo 
smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo EtOAc pod 
znižanim tlakom. Pred snemanjem 1H NMR spektra smo produkt dodatno sušili na vakuumski 
črpalki ob hkratnem segrevanju bučke s fenom. Dobljeni produkt smo brez dodatnega čiščenja 
uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
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Po ekstrakciji smo izolirali 150 mg čiste spojine 12. Izkoristek reakcije: 71 %; beli kristali; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1) = 0,22; Ttal = 57-60 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,38 (d, 
J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,37 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,34 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,01 (d, 
J = 2,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,92 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,90 (s, 1H, Ar-H), 6,77 (dd, J1 = 8,8 
Hz, J2 = 2,8 Hz, 1H, Ar-H), 4,53 – 4,50 (m, 1H, CH), 3,80 (s, 2H, CH2), 3,75 – 3,62 (m, 4H, 2 
× CH2), 3,41 – 3,28 (m, 4H, 2 × CH2), 2,15 (s, 1H, OH), 1,96 – 1,90 (m, 2H, CH2), 1,83 – 1,70 
(m, 6H, 3 × CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm. MS (ESI+) m/z = 600,9 ([M+Na]+). 
b) Sinteza 4-(4-(4-((3,4-diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karbonil)fenoksi)piperidinijevega klorida (13) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B3 iz spojine 12 (112 mg, 193 μmol) in 
1 M HCl v ocetni kislini (2,00 mL, 2,00 mmol). Po končani reakciji smo organsko topilo 
odparili pod znižanim tlakom. Zaradi še vedno prisotne ocetne kisline smo produkt spirali z 
dietiletrom (3 × 10 mL) in ga odstranili pod znižanim tlakom. Po končani izolaciji smo produkt 
še dodatno sušili pod znižanim tlakom, saj se je še vedno vonjala ocetna kislina. 
Masa izoliranega končnega produkta 13 je znašala 92 mg. Izkoristek reakcije: 92 %; temno 
rumena oljnata snov; Rf (diklorometan/metanol = 20/1) = 0. 1H NMR (400 MHz, DMSO): δ 
8,86 (s, 2H, 2 × NH), 7,52 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,36 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,26 
(d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,04 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,98 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 
Hz, 1H, Ar-H), 4,73 – 4,68 (m, 1H, CH), 4,22 (s, 1H, OH), 3,84 (s, 2H, CH2), 3,29 – 3,16 (m, 
4H, 2 × CH2), 3,19 – 2,96 (m, 4H, 2 × CH2), 2,14 – 2,08 (m, 2H, CH2), 1,87 – 1,81 (m, 2H, 
CH2), 1,66 – 1,54 (m, 4H, 2 × CH2) ppm. HRMS (ESI+) za C24H29Cl2N2O4 (M+H+): izračunan 
479,15099; izmerjen 479,14893. 
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4.2.7 Sinteza 1-(4-(4-(4-((3,4-diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karbonil)fenoksi)piperidin-1-il)etanona (16) 
 
Shema 6: Reakcijska shema sinteze končne spojine 16. Reagenti in pogoji: a) vodna raztopina NaHCO3, EtOAc, 
sobna T, ~1 h; b) 2 M NaOH, MeOH, 50 °C, 1 dan; c) i. EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C, 20 min;  
ii. 0 °C → sobna T, 1 dan. 
a) Sinteza metil 4-((1-acetilpiperidin-4-il)oksi)benzoata (14) 
V bučko smo natehtali spojino 10 (150 mg, 638 μmol) in jo raztopili v EtOAc (10 mL). Nato 
smo v naslednjem zaporedju dodali NaHCO3 (107 mg, 1,27 mmol), predhodno raztopljen v 
destilirani vodi (5 mL), in acetanhidrid (72,30 μL, 765 μmol). Reakcijsko zmes smo pustili 
mešati na sobni temperaturi in potek reakcije spremljali s tankoplastno kromatografijo. Ko smo 
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po približno 1 uri presodili, da je reakcija potekla do konca, smo ločili vodno in organsko fazo. 
Organsko fazo smo spirali z nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (1 × 10 mL) in 10 % raztopino 
citronske kisline (2 × 10 mL). Glede na TLC se nam je pri spiranju organske faze z 10 % 
raztopino citronske kisline nekaj produkta raztopilo v vodni fazi, zaradi česar smo vodno fazo 
dodatno ekstrahirali z EtOAc (2 × 20 mL). Združene organske faze smo sušili nad brezvodnim 
Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo EtOAc pod znižanim tlakom. Dobljeni 
produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
Po ekstrakciji smo izolirali 281 mg brezbarvne oljnate spojine 14. Rf (diklorometan/metanol = 
20/1) = 0,24. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8,00 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,98 (d, J = 2,1 
Hz, 1H, Ar-H), 6,93 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,91 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 4,66 – 4,62 (m, 
1H, CH), 3,89 (s, 3H, CH3), 3,78 – 3,64 (m, 4H, 2 × CH2), 2,12 (s, 3H, CH3), 1,97 – 1,92 (m, 
2H, CH2), 1,87 – 1,80 (m, 2H, CH2) ppm. MS (ESI+) m/z = 277,8 ([M+H]+). 
b) Sinteza 4-((1-acetilpiperidin-4-il)oksi)benzojske kisline (15) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku C iz spojine 14 (245 mg, 884 μmol) in 2 
M NaOH (1,33 mL, 2,65 mmol), pri čemer smo uporabili 7,2 mL topila MeOH. Ob dodatku 2 
M NaOH je na dnu bučke takoj izpadla oborina. Glede na TLC, reakcija po 1 dnevu ni potekla 
do konca, zato smo v reakcijsko zmes dodali dodatno količino 2 M NaOH (0,440 mL, 877 
μmol). Potek reakcije pri 50 °C smo spremljali s tankoplastno kromatografijo. Ko smo presodili, 
da je reakcija potekla do konca, smo odparili topilo MeOH pod znižanim tlakom, preostanek 
(sol) pa raztopili v destilirani vodi (15 mL). Sledila je ekstrakcija vodne raztopine z EtOAc (3 
× 20 mL), s čimer smo produkt očistili nečistot, ki smo jih v reakcijsko zmes zanesli s spojino 
14, saj je po končani reakciji acetiliranja nismo dodatno čistili, kljub temu da je vsebovala 
nečistote. Očiščeno vodno fazo smo nakisali do pH=2 z 1 M HCl. Pri tem je izpadel bel produkt, 
ki smo ga odfiltrirali z odsesavanjem in posušili v sušilniku do konstantne mase (pogoji sušenja: 
60 °C, t~1 h 30 min). Dobljeni produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji 
stopnji reakcije. 
Izolirali smo 45 mg čiste spojine 15. Izkoristek reakcije: 19 %; bela trdna praškasta snov; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1) = 0; Ttal = 226-227 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8,04 (d, 
J = 8,9 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,95 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,69 – 4,64 (m, 1H, CH), 3,82 – 
3,61 (m, 4H, 2 × CH2), 2,13 (s, 3H, CH3), 2,00 – 1,93 (m, 2H, CH2), 1,89 – 1,83 (m, 2H, CH2) 
ppm. Signala za COOH skupino v NMR spektru ne vidimo. MS (ESI+) m/z = 285,9 ([M+Na]+). 
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c) Sinteza 1-(4-(4-(4-((3,4-diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karbonil)fenoksi)piperidin-1-il)etanona (16) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku A iz spojine 15 (39 mg, 148 μmol), EDC 
(34 mg, 177 μmol), HOBt (26 mg, 192 μmol), NMM (32,20 μL, 296 μmol) in 4-((3,4-
diklorofenoksi)metil)piperidin-4-ola (41 mg, 149 μmol; predhodno sintetiziran na katedri s 
strani študentke pod vodstvom izr. prof. dr. Tihomirja Tomašiča, mag. farm.). Pri reakciji smo 
uporabili 0,90 mL topila DMF. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi dodali EtOAc (20 mL) 
ter organsko fazo ekstrahirali z 1 % raztopino citronske kisline (2 × 20 mL), nasičeno vodno 
raztopino NaHCO3 (2 × 20 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (1 × 20 mL). Organsko fazo 
smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo EtOAc pod 
znižanim tlakom. 1H NMR spekter je pokazal, da je izoliran končni produkt 16 še vedno 
vseboval manjši zaostanek topila, zaradi česar smo končni produkt dodatno sušili na vakuumski 
črpalki. 
Masa izoliranega končnega produkta 16 je znašala 61 mg. Izkoristek reakcije: 79 %; brezbarvno 
strjeno olje; Rf (diklorometan/metanol = 20/1) = 0,11. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,39 (d, 
J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,38 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,34 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,01 (d, 
J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,92 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,77 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 
1H, Ar-H), 4,60 – 4,57 (m, 1H, CH), 3,80 (s, 2H, CH2), 3,74 – 3,65 (m, 4H, 2 × CH2), 3,42 
(ddd, J1 = 13,5 Hz, J2 = 6,7 Hz, J3 = 3,9 Hz, 4H, 2 × CH2), 2,22 (s, 1H, OH), 2,12 (s, 3H, CH3), 
2,00 – 1,86 (m, 4H, 2 × CH2), 1,86 – 1,77 (m, 4H, 2 × CH2) ppm. HRMS (ESI+) za 
C26H31Cl2N2O5 (M+H+): izračunan 521,16155; izmerjen 521,15969. 
4.2.8 Sinteza metil 4-((1-metilpiperidin-4-il)oksi)benzoata (17) 
 
Shema 7: Reakcijska shema sinteze spojine 17. Reagenti in pogoji: a) K2CO3, CH3CN, 80 °C, čez noč. 
V bučko smo natehtali predhodno sintetizirano spojino 10 (159 mg, 676 μmol) in dodali metil 
jodid (44,20 μL, 710 μmol) ter kalijev karbonat (187 mg, 1,35 mmol). Nato smo zmes raztopili 
v acetonitrilu (8,70 mL) in jo segreli na 80 °C. Reakcijsko zmes smo pustili mešati pri 80 °C 
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čez noč do naslednjega jutra. Glede na TLC po koncu reakcije je poleg želenega produkta nastal 
tudi neželen stranski produkt metiliranja. V upanju, da se bomo uspeli znebiti neželenega 
stranskega produkta metiliranja, smo nadaljevali s postopkom izolacije. Najprej smo pod 
znižanim tlakom odparili topilo acetonitril in nato belemu trdnemu zaostanku dodali EtOAc (20 
mL). Organsko fazo smo spirali z destilirano vodo (1 × 20 mL), nasičeno vodno raztopino 
NaHCO3 (3 × 20 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (1 × 20 mL). Po ekstrakciji smo 
organsko fazo sušili nad brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo 
EtOAc pod znižanim tlakom. Nastala je bela trdna oborina. 
Glede na TLC produkta 17 nismo uspeli ločiti od neželenega stranskega produkta metiliranja. 
Ker nam je uspelo izolirati le 69 mg zmesi produkta 17 in v njem zaostalih nečistot, spojine 
nismo dodatno čistili s »flash« kolonsko kromatografijo, saj bi po končani kolonski 
kromatografiji dobili premalo čiste spojine 17 za nadaljevanje sinteze do želenega končnega 
produkta. Reakcijo smo označili kot neuspešno. 
4.2.9 Sinteza 3,4-dikloro-N-(piperidin-4-il)benzamida (19) 
 
Shema 8: Reakcijska shema sinteze spojine 19. Reagenti in pogoji: a) i. EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C, 20 min; 
ii. 0 °C → sobna T, 3 dni; b) TFA, DKM, sobna T, 2 dni. 
a) Sinteza terc-butil 4-(3,4-diklorobenzamido)piperidin-1-karboksilata (18) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku A iz 3,4-diklorobenzojske kisline (1,00 
g, 5,24 mmol), EDC (1,20 g, 6,28 mmol), HOBt (920 mg, 6,81 mmol), NMM (1,14 mL, 10,5 
mmol) in terc-butil 4-aminopiperidin-1-karboksilata (1,05 g, 5,24 mmol). Pri reakciji smo 
uporabili 22,0 mL topila DMF. Reakcijsko zmes smo pustili mešati na sobni temperaturi čez 
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vikend. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi dodali EtOAc (60 mL) ter organsko fazo 
ekstrahirali z 1 % raztopino citronske kisline (2 × 50 mL), nasičeno vodno raztopino NaHCO3 
(2 × 50 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (1 × 50 mL). Organsko fazo smo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo EtOAc pod znižanim tlakom. 
Dobljeni produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
Po ekstrakciji smo izolirali 1,002 g spojine 18. Izkoristek reakcije: 51 %; bela trdna praškasta 
snov; Rf (diklorometan/metanol = 20/1) = 0,42; Ttal = 164-166 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 7,85 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,58 (dd, J1 = 8,3 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,50 (d, J = 4,3 
Hz, 1H, Ar-H), 6,04 (d, J = 7,7 Hz, 1H, NH), 4,16 – 4,05 (m, 3H, CH, CH2), 2,89 (t, J = 11,7 
Hz, 2H, CH2), 2,04 – 1,98 (m, 2H, CH2), 1,46 (s, 9H, 3 × CH3), 1,43 – 1,33 (m, 2H, CH2) ppm. 
MS (ESI+) m/z = 394,8 ([M+Na]+). 
b) Sinteza 3,4-dikloro-N-(piperidin-4-il)benzamida (19) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B1 iz spojine 18 (960 mg, 2,57 mmol) in 
TFA (1,98 mL, 25,7 mmol), pri čemer smo uporabili 18,5 mL topila DKM. Reakcijsko zmes 
smo pustili mešati na sobni temperaturi 2 dni. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi dodali 
destilirano vodo (10 mL), ločili vodno in organsko fazo ter vodno fazo sprali z DKM (2 × 10 
mL), s čimer smo se znebili v produktu zaostalih nečistot. Nato smo vodno fazo naalkalili do 
pH=14 z 2 M NaOH (10 mL) in jo ekstrahirali z DKM (3 × 20 mL). Združene organske faze 
smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo DKM pod 
znižanim tlakom. Izolirati nam je uspelo le 86 mg čiste bele trdne spojine 19, kar ne bi zadoščalo 
za obe nadaljnji sintezni poti do končnih produktov 22 in 23. Vzrok za tako nizek izkoristek 
reakcije (12 %) je povezan z dejstvom, da se je med spiranjem vodne faze z DKM, preden smo 
vodno fazo naalkalili, produkt deloma raztopil v organski fazi, kar je pokazal tudi razvit TLC 
kromatogram. Da nam ne bi bilo potrebno ponovno nastavljati obeh reakcij sinteze spojine 19, 
smo poskusili spojino izolirati iz organske faze, ki smo jo shranili za primer prenizkega 
izkoristka reakcije. V ta namen smo združenima organskima fazama po prvem spiranju vodne 
faze z DKM dodali destilirano vodo (10 mL), ki smo jo predhodno nakisali do pH=1 z 1 M 
HCl. Pri tem je izpadla bela oborina, ki se ni raztopila niti v nakisani vodni niti v organski fazi 
kot tudi ne po dodatku DKM oz. destilirane vode. Da bi ugotovili, kaj je izpadla oborina, smo 
izvedli tankoplastno kromatografijo. Po TLC sodeč predstavlja izpadla oborina naš produkt 19, 
ki se najverjetneje zaradi premajhnega volumna dodane nakisane destilirane vode v njej ni 
raztopil. Na podlagi ugotovitev smo najprej ločili vodno in organsko fazo in nato izpadlo belo 
oborino odfiltrirali z odsesavanjem iz nakisane vodne faze. Odnučano oborino smo posušili v 
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sušilniku do konstantne mase (pogoji sušenja: 60 °C, t~2 h), s čimer nam je uspelo izolirati 52 
mg produkta 19. Večina produkta 19 pa je ostala v matičnici, ki smo jo naalkalili do pH=14 s 
trdnim NaOH in ekstrahirali z DKM (3 × 40 mL). Združene organske faze smo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno sredstvo in odparili topilo DKM pod znižanim tlakom. 
Iz matičnice nam je uspelo izolirati 487 mg spojine 19. Dobljeno belo trdno snov smo združili 
z odnučano oborino in z že predhodno izoliranim produktom 19. Dobljeni produkt smo brez 
dodatnega čiščenja uporabili v nadaljnjih reakcijah. 
Skupno smo izolirali 625 mg čiste spojine 19. Izkoristek reakcije: 89 %; beli kristali; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1) = 0; Ttal = 178-179 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,85 (d, 
J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,58 (dd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,51 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 
Ar-H), 5,91 (d, J = 6,1 Hz, 1H, NH), 4,08 – 4,02 (m, 1H, CH), 3,15 – 3,10 (m, 2H, CH2), 2,79 
– 2,72 (m, 2H, CH2), 2,06 – 2,01 (m, 2H, CH2), 1,47 – 1,38 (m, 2H, CH2) ppm. Signala za NH 
skupino v NMR spektru ne vidimo. MS (ESI+) m/z = 272,8 ([M+H]+). 
4.2.10 Sinteza 4-((4-(4-(3,4-diklorobenzamido)piperidin-1-
karbonil)fenoksi)metil)piperidinijevega klorida (22) 
 
Shema 9: Reakcijska shema sinteze končne spojine 22. Reagenti in pogoji: a) i. EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C; 
ii. 0 °C → sobna T, 1 dan; b) 1 M HCl v ocetni kislini, sobna T, 1 dan. 
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a) Sinteza terc-butil 4-((4-(4-(3,4-diklorobenzamido)piperidin-1-
karbonil)fenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (20) 
V bučko s spojino 19 (100 mg, 366 μmol) smo natehtali 4-((1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-
4-il)metoksi)benzojsko kislino (123 mg, 367 μmol; opis sinteze spojine je naveden v 
literaturnem viru (42)) in spojini raztopili v DMF (2,7 mL). Raztopino smo na ledeni kopeli 
ohladili na 0 °C in ji nato med mešanjem v naslednjem vrstnem redu dodali EDC (84 mg, 438 
μmol), HOBt (64 mg, 474 μmol) in NMM (79,70 μL, 733 μmol). Nato smo ledeno kopel 
odstranili in pustili, da se reakcijska zmes počasi segreje na sobno temperaturo. Reakcijsko 
zmes smo pustili mešati na sobni temperaturi 1 dan. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi 
dodali EtOAc (20 mL) ter organsko fazo zaporedoma spirali z 1 % raztopino citronske kisline 
(3 × 20 mL), nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (3 × 20 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl 
(1 × 20 mL). Po spiranju z nasičeno vodno raztopino NaCl je v organski fazi izpadla bela 
oborina. Misleč, da gre za naš produkt 20, smo v lij ločnik dodali EtOAc (40 mL), vendar se 
izpadla oborina v njem ni raztopila. Nato smo organsko fazo dodatno sprali z nekaj destilirane 
vode, v kateri pa se je oborina raztopila. Izpadla oborina je bila sol NaCl. Sledila je ločitev 
organske in vodne faze. Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno 
sredstvo in odparili topilo EtOAc pod znižanim tlakom. Dobljeni produkt smo brez dodatnega 
čiščenja uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
Po ekstrakciji smo izolirali 173 mg spojine 20. Izkoristek reakcije: 80 %; bela trdna praškasta 
snov; Rf (diklorometan/metanol = 20/1) = 0,22; Ttal = 180-183 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 7,88 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,60 (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,48 (d, J = 4,1 
Hz, 1H, Ar-H), 7,37 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,35 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,88 (d, J = 1,9 
Hz, 1H, Ar-H), 6,87 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,33 (d, J = 7,8 Hz, 1H, NH), 4,98 – 4,42 (m, 
1H, CH), 4,28 – 4,09 (m, 4H, 2 × CH2), 3,81 (d, J = 6,3 Hz, 2H, CH2), 3,20 – 2,95 (m, 2H, 
CH2), 2,74 (s, 2H, CH2), 2,11 – 2,06 (m, 2H, CH2), 1,99 – 1,92 (m, 1H, CH), 1,84 – 1,78 (m, 
2H, CH2), 1,60 – 1,47 (m, 2H, CH2), 1,46 (s, 9H, 3 × CH3), 1,36 – 1,26 (m, 2H, CH2) ppm. MS 
(ESI+) m/z = 611,8 ([M+Na]+). 
b) Sinteza 4-((4-(4-(3,4-diklorobenzamido)piperidin-1-
karbonil)fenoksi)metil)piperidinijevega klorida (22) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B3 iz spojine 20 (127 mg, 215 μmol) in 
1 M HCl v ocetni kislini (2,30 mL, 2,30 mmol). Po končani reakciji smo organsko topilo 
odparili pod znižanim tlakom s pomočjo rotavaporja in vakuumske črpalke ob hkratnem 
segrevanju bučke s fenom. Pri tem je nastala rumena oljnata oborina. Zaradi še vedno prisotne 
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ocetne kisline smo produkt dodatno spirali z dietiletrom (4 × 15-20 mL), ki smo ga odstranili 
pod znižanim tlakom. 
Masa izoliranega končnega produkta 22 je znašala 147 mg. Izkoristek reakcije: 130 % (produkt 
ni bil popolnoma suh); temno rumena oljnata snov; Rf (diklorometan/metanol = 20/1) = 0. 1H 
NMR (400 MHz, DMSO): δ 8,87 (s, 1H, NH), 8,58 (s, 1H, NH), 8,57 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-
H), 8,10 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,84 (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,75 (d, J = 
8,4 Hz, 1H, NH), 7,34 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,99 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,56 
– 4,17 (m, 1H, CH), 4,17 – 3,97 (m, 2H, CH2), 3,90 (d, J = 6,2 Hz, 2H, CH2), 3,79 – 3,47 (m, 
2H, CH2), 3,19 – 2,96 (m, 2H, CH2), 2,89 (t, J = 11,8 Hz, 2H, CH2), 2,11 – 2,04 (m, 1H, CH), 
1,98 – 1,91 (m, 2H, CH2), 1,88 – 1,75 (m, 2H, CH2), 1,56 – 1,43 (m, 4H, 2 × CH2) ppm. HRMS 
(ESI+) za C25H30Cl2N3O3 (M+H+): izračunan 490,16697; izmerjen 490,16492. 
4.2.11 Sinteza 4-(4-(4-(3,4-diklorobenzamido)piperidin-1-
karbonil)fenoksi)piperidinijevega klorida (23) 
 
Shema 10: Reakcijska shema sinteze končne spojine 23. Reagenti in pogoji: a) i. EDC, HOBt, NMM, DMF,  
0 °C; ii. 0 °C → sobna T, 1 dan; b) 1 M HCl v ocetni kislini, sobna T, 1 dan. 
a) Sinteza terc-butil 4-(4-(4-(3,4-diklorobenzamido)piperidin-1-
karbonil)fenoksi)piperidin-1-karboksilata (21) 
V bučko s spojino 19 (100 mg, 366 μmol) smo natehtali predhodno sintetizirano spojino 11 
(118 mg, 367 μmol) in spojini raztopili v DMF (2,6 mL). Raztopino smo na ledeni kopeli 
ohladili na 0 °C in ji nato med mešanjem v naslednjem vrstnem redu dodali EDC (84 mg, 438 
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μmol), HOBt (64 mg, 474 μmol) in NMM (79,70 μL, 733 μmol). Nato smo ledeno kopel 
odstranili in pustili, da se reakcijska zmes počasi segreje na sobno temperaturo. Reakcijsko 
zmes smo pustili mešati na sobni temperaturi 1 dan. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi 
dodali EtOAc (20 mL) ter organsko fazo zaporedoma spirali z 1 % raztopino citronske kisline 
(2 × 20 mL), nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (3 × 20 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl 
(1 × 20 mL). Po spiranju z nasičeno vodno raztopino NaCl je v organski fazi izpadla bela 
oborina v obliki malih trdnih delcev. Na podlagi predhodno pridobljenih izkušenj pri izolaciji 
spojine 20 smo organsko fazo v liju ločniku dodatno sprali z nekaj destilirane vode. Izpadla 
oborina je bila sol NaCl, saj se je raztopila v dodatku destilirane vode. Sledila je ločitev 
organske in vodne faze. V organski fazi je nato izpadel produkt, ki se je po dodatku EtOAc (20 
mL) tudi raztopil. Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali sušilno 
sredstvo in odparili topilo EtOAc pod znižanim tlakom. Dobljeni produkt smo brez dodatnega 
čiščenja uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
Po ekstrakciji smo izolirali 184 mg čiste spojine 21. Izkoristek reakcije: 87 %; bela trdna 
praškasta snov; Rf (diklorometan/metanol = 20/1) = 0,22; Ttal = 167-168 °C. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ 7,87 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,60 (dd, J1 = 8,3 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 
7,49 (d, J = 4,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,37 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,35 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 
6,91 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,89 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,26 (d, J = 7,8 Hz, 1H, NH), 
4,53 – 4,48 (m, 1H, CH), 4,26 – 4,19 (m, 1H, CH), 3,71 – 3,66 (m, 2H, CH2), 3,38 – 3,33 (m, 
2H, CH2), 3,17 – 2,98 (m, 2H, CH2), 2,12 – 2,06 (m, 2H, CH2), 1,95 – 1,89 (m, 2H, CH2), 1,78 
– 1,72 (m, 2H, CH2), 1,57 – 1,48 (m, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3), 1,45 – 1,27 (m, 2H, CH2) 
ppm. MS (ESI+) m/z = 597,9 ([M+Na]+). 
b) Sinteza 4-(4-(4-(3,4-diklorobenzamido)piperidin-1-
karbonil)fenoksi)piperidinijevega klorida (23) 
Sintezo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B3 iz spojine 21 (152 mg, 264 μmol) in 
1 M HCl v ocetni kislini (2,70 mL, 2,70 mmol). Po končani reakciji smo organsko topilo 
odparili pod znižanim tlakom s pomočjo rotavaporja in vakuumske črpalke ob hkratnem 
segrevanju bučke s fenom. Pri tem je nastala rumena oljnata oborina. Zaradi še vedno prisotne 
ocetne kisline smo produkt dodatno spirali z dietiletrom (4 × 15-20 mL), ki smo ga odstranili 
pod znižanim tlakom. 
Masa izoliranega končnega produkta 23 je znašala 169 mg. Izkoristek reakcije: 125 % (produkt 
ni bil popolnoma suh); temno rumena oljnata snov; Rf (diklorometan/metanol = 20/1) = 0. 1H 
NMR (400 MHz, DMSO): δ 8,81 (s, 1H, NH), 8,56 (s, 1H, NH), 8,55 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-
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H), 8,10 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,83 (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,76 (d, J = 
8,4 Hz, 1H, NH), 7,35 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,06 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,75 
– 4,68 (m, 1H, CH), 4,10 – 4,02 (m, 1H, CH), 3,30 – 3,17 (m, 4H, 2 × CH2), 3,16 – 2,97 (m, 
4H, 2 × CH2), 2,15 – 2,08 (m, 2H, CH2), 1,89 – 1,77 (m, 4H, 2 × CH2), 1,59 – 1,37 (m, 2H, 
CH2) ppm. HRMS (ESI+) za C24H28Cl2N3O3 (M+H+): izračunan 476,15022; izmerjen 
476,14964.  
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1 TVORBA AMIDNE VEZI S POMOČJO SKLOPITVENIH 
REAGENTOV 
Reakcijo tvorbe amidne vezi med ustrezno karboksilno kislino in aminom smo uporabili za 
sintezo vmesnih spojin 1, 3, 4, 6, 12, 18, 20, 21 in končne spojine 16. Pri tem smo kontroliran 
nastanek amida dosegli z uporabo komercialno dostopnih sklopitvenih reagentov EDC in HOBt 
ob prisotnosti baze NMM. 
Mehanizem reakcije obsega dva koraka in je prikazan na shemi 11. Prvi korak predstavlja 
nukleofilni napad sklopitvenega reagenta EDC, ki s prostim elektronskim parom na 
karbodiimidnem dušiku odcepi proton na karboksilni skupini kisline. S tem aktiviramo kislino, 
ki v obliki karboksilata napade nastali karbodiimidni kation EDC. Pri tem nastane močno 
reaktiven ester O-acilsečnine. Sklopitveni reagent HOBt, ki ima v reakciji vlogo pomožnega 
nukleofila, napade aktiviran ester, pri tem pa izstopi EDC v obliki vodotopnega derivata sečnine 
(dimetilaminopropil-3-etilsečnina). Nazadnje poteče reakcija z aminom, ki kot nukleofil napade 
s HOBt aktiviran ester. Z odcepom HOBt nastane želeni produkt z amidno vezjo (43,44). 
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Shema 11: Mehanizem reakcije tvorbe amidne vezi s pomočjo sklopitvenih reagentov. Prirejeno po (43,44). 
Za izvedbo reakcije smo kot sklopitveni medij uporabili topilo DMF, v katerem proces 
aktivacije karboksilne kisline poteka počasneje. Z namenom pospešitve aktivacije smo po 
dodatku sklopitvenih reagentov v reakcijsko zmes dodali bazo NMM, ki pretvori kislino v 
anionsko obliko (shema 11). Pomembni slabosti reakcije sinteze amidov sta tudi pogost pojav 
racemizacije in nastanek nereaktivne N-acilsečnine. Verjetnost nastanka N-acilsečnine smo 
zmanjšali z uporabo sklopitvenega reagenta HOBt, ki kot pomožni nukleofil pospeši reakcijo 
do končnega amida. Pojav racemizacije v našem primeru ni možen, saj po opisanem 
reakcijskem mehanizmu sintetizirane spojine ne vsebujejo kiralnega centra. Kadar pa obstaja 
tveganje za racemizacijo, ki ga povečuje tudi eksotermna narava reakcije, pa se lahko 
njegovemu pojavu izognemo z dodajanjem sklopitvenih reagentov v reakcijsko zmes pri 
temperaturi 0 °C (43,44). Z navedenimi sklopitvenimi reagenti je potrebno rokovati previdno, 
saj lahko v nasprotnem primeru povzročijo alergijske reakcije (43). 
Z uporabo omenjenih sklopitvenih reagentov in baze smo se izognili nizkim končnim 
izkoristkom reakcij sinteze amidov, saj so se izkoristki v večini primerov gibali nad 70 %. 
Nekoliko nižji izkoristek, 51 %, smo dobili pri sintezi spojine 18, medtem ko smo najnižji 
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izkoristek, ki je znašal le 43 %, dosegli pri sintezi vmesne spojine 4. Vzroki za nižji vrednosti 
izkoristka so lahko različni (npr. reaktivnost, izgube med izolacijo, …). 
5.1.2 ODSTRANITEV ZAŠČITNE SKUPINE BOC 
Tekom eksperimentalnega dela smo večkrat izvedli reakcijo acidolize z namenom odstranitve 
terc-butilkarbamatne (Boc) zaščitne skupine z amina. Omenjena zaščitna skupina je obstojna 
pri pH 4-12, zato so za njeno odstranitev potrebni kisli pogoji. Ob prisotnosti močne kisline se 
terc-butilkarbamatna skupina protonira, kar povzroči izstop terc-butilkarbokationa, ki je 
stabiliziran zaradi induktivnega efekta treh metilnih skupin. Pri tem kot intermediat nastane 
nestabilna karbaminska kislina. Z nadaljnjo dekarboksilacijo kisline nastane prosti amin. 
Končni produkt se nahaja v obliki soli, saj se odščiten amin zaradi kislih pogojev protonira 
(shema 12) (45–47). 
 
Shema 12: Mehanizem reakcije odstranitve zaščitne skupine Boc. Prirejeno po (45–47). 
Z reakcijo acidolize smo sintetizirali nekatere vmesne kot tudi končne spojine. Pri sintezi 
vmesnih spojin 2, 5, 10 in 19 smo kisle reakcijske pogoje zagotovili z uporabo TFA, ki smo jo 
dodali v prebitku. Kot topilo smo uporabili DKM. Po končani reakciji so se produkti nahajali v 
obliki soli s TFA. Da bi v nadaljnjih sinteznih stopnjah dosegli večje izkoristke, smo soli pred 
izolacijo pretvorili v proste amine, tako da smo njihove vodne raztopine naalkalili do pH=14 z 
2 M NaOH. Pri sintezi spojine 19 smo pred naalkaljenjem izvedli tudi dodaten korak. Vodno 
fazo, v kateri je bila sol produkta, smo ekstrahirali z DKM in se tako znebili v produktu zaostalih 
nečistot. Izkoristki reakcije so bili pri sintezi vseh štirih spojin zelo dobri, saj so presegli 80 %. 
V zadnji stopnji sinteze vseh končnih produktov, z izjemo končnega produkta 16, smo za 
odstranitev zaščitne skupine Boc z aminske skupine piperidina uporabili 4 M HCl v 1,4-
dioksan/voda (sinteza končnih spojin 7 in 8) oz. 1 M HCl v ocetni kislini (sinteza končnih spojin 
13, 22 in 23). Pri tem smo opazili, da so pri izvedbi odščite s 4 M HCl v 1,4-dioksan/voda 
nastale nečistote, kar je zahtevalo dodatno čiščenje produktov. Po odstranitvi organskega topila 
pod znižanim tlakom smo zato poleg spiranja soli produktov z dietiletrom uporabili še čiščenje 
z ekstrakcijo z EtOAc. Da pa smo dobili končna produkta zadovoljive čistote, smo soli pred 
izolacijo pretvorili v prosta amina 7 in 8. Čeprav smo kislino uporabili v prebitku, reakcija 
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odščite do soli končnega produkta 8 sprva ni potekla do konca. V nadaljevanju smo zato za 
odščito uporabili prebitek 1 M HCl v ocetni kislini ter reakcijo izvajali v argonovi atmosferi, s 
čimer smo dodatno izboljšali potek reakcije. Ta pristop se je izkazal za boljšega, saj so po 
končani reakciji acidolize nastali čistejši končni produkti. Pri uporabi obeh reagentov pa smo 
naleteli tudi na težave pri odstranjevanju topil iz končnih produktov, saj so bile soli, ki so nastale 
kot produkti reakcije acidolize, izjemno higroskopne. Kljub daljšemu sušenju, nam iz končnih 
produktov 7, 22 in 23 ni uspelo v celoti odstraniti topila. To pa je tudi razlog, da končni 
izkoristki teh spojin presegajo 100 %. Nekoliko nižji izkoristek, 53 %, smo dobili pri končnem 
produktu 8, medtem ko je bil pri spojini 13 izkoristek odličen, saj je znašal 92 %. 
5.1.3 HIDROLIZA ESTRA 
Hidroliza estra je s kislino ali bazo katalizirana kemijska reakcija, pri kateri pride do cepitve 
estra na karboksilno kislino in alkohol. Pri sintezi spojin 11 in 15 smo se odločili za bazično 
hidrolizo metilnega aromatskega estra, ki jo imenujemo saponifikacija. Prvo stopnjo reakcije 
predstavlja nukleofilni napad hidroksidnega iona na elektrofilni karbonilni C atom, pri čemer 
nastane nestabilni tetraedrični intermediat. Slednji se z eliminacijo alkoksida pretvori v kislino. 
Prisotni alkoksid deluje kot baza, ki v zadnji stopnji reakcije karboksilni skupini nastale kisline 
odcepi proton. Ta stopnja reakcije je ireverzibilna, kar je pomembna prednost bazične hidrolize 
estra pred kislinsko, ki je v celoti reverzibilen proces. Končni produkt reakcije se nahaja v obliki 
resonančno stabiliziranega karboksilatnega aniona, nastanek katerega predstavlja gonilno silo 
reakcije (shema 13) (47,48). 
 
Shema 13: Mehanizem reakcije bazične hidrolize estra. Prirejeno po (47,48). 
Po končani reakciji hidrolize sta se produkta nahajala v obliki natrijeve soli karboksilne kisline, 
saj smo kot bazo uporabili 2 M NaOH. Za potrebe izvedbe nadaljnjih sinteznih reakcij smo 
vodno raztopino nastale soli pred izolacijo nakisali do pH=1-2 z uporabo 1 M HCl, da nam je 
produkt izpadel v obliki proste kisline. Pri reakciji kot stranski produkt nastane alkohol. V 
našem primeru se je tvoril metanol, ki smo ga že v osnovi uporabili kot topilo za izvedbo 
reakcije. Zaradi relativno nizkega vrelišča smo uspeli metanol z odparevanjem pod znižanim 
tlakom odstraniti hitro in brez težav. 
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Z uporabo prebitka baze glede na izhodni metilni aromatski ester in izvedbo reakcije pri 50 °C 
smo želeli zagotoviti čim bolj optimalne reakcijske pogoje in s tem visoke končne izkoristke 
reakcije bazične hidrolize. To nam je pri sintezi spojine 11 tudi uspelo, saj smo izolirali čisti 
produkt in tudi končni izkoristek reakcije je znašal 87 %. Nasprotno pa je bil izkoristek sinteze 
spojine 15 izjemno nizek, znašal je le 19 %. Vzrok za nizek izkoristek lahko pripišemo v spojini 
14 zaostalim nečistotam, ki jih pred izvedbo reakcije bazične hidrolize nismo odstranili iz 
omenjenega metilnega aromatskega estra (glej spodaj). Posledično natehtana masa izhodnega 
estra ni predstavljala samo čistega produkta 14 kot smo predpostavili pri izračunu končnega 
izkoristka. Prav tako je na izkoristek vplival tudi dodatni korak čiščenja z ekstrakcijo pred 
pretvorbo soli v prosto kislino 15, s katerim smo produkt uspešno očistili nečistot. 
5.1.4 N-ACETILIRANJE Z ACETANHIDRIDOM 
Z reakcijo N-acetiliranja smo sintetizirali spojino 14. Za izvedbo reakcije smo uporabili 
acetanhidrid, s katerim smo na prosto aminsko skupino piperidinskega obroča prej sintetizirane 
spojine 10 uvedli acetilno skupino. Reakcija N-acetiliranja poteka po mehanizmu nukleofilne 
substitucije v dveh korakih. Prvi korak predstavlja napad piperidinskega amina kot nukleofila 
na elektrofilni karbonilni C atom acetanhidrida, pri čemer nastane nestabilni tetraedrični 
intermediat. Slednji se z eliminacijo ocetne kisline pretvori v ustrezni končni produkt - acetamid 
(shema 14) (47,49,50). 
 
Shema 14: Mehanizem reakcije N-acetiliranja z acetanhidridom. Prirejeno po (47,49,50). 
Ocetna kislina, ki nastaja kot stranski produkt reakcije, tvori sol s preostalim nezreagiranim 
izhodnim aminom, kar lahko vodi v nižji končni izkoristek reakcije. Da bi preprečili 
protoniranje amina, smo takoj na začetku v reakcijsko zmes dodali prebitek vodne raztopine 
NaHCO3. Vodna raztopina NaHCO3 deluje kot baza, ki nevtralizira novonastalo kislino ter tako 
ohrani našo izhodno spojino v neprotonirani obliki. Šele po dodatku baze pa smo v reakcijsko 
zmes dodali prebitek acetanhidrida. Pri reakciji smo kot topilo uporabili EtOAc. Kljub na videz 
hitremu in uspešnemu poteku reakcije na sobni temperaturi glede na TLC in uspešnemu 
čiščenju produkta z ekstrakcijo, smo iz NMR spektra razbrali, da imamo v izoliranem produktu 
14 prisoten neznan stranski produkt. To je tudi razlog, da končni izkoristek reakcije N-
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acetiliranja presega 100 %, izkoristek je znašal 159 %. Kljub temu smo brez dodatnega čiščenja 
spojine 14, nadaljevali s sinteznim postopkom do končnega produkta 16. 
5.1.5 METILIRANJE PIPERIDINSKEGA DUŠIKA 
Tekom eksperimentalnega dela smo izvedli tudi reakcijo alkiliranja piperidinskega dušika in 
tako na odščiten amin pripeli metilno skupino, ki bi naj potencialno imela pomembno vlogo za 
delovanje alosteričnih zaviralcev Hsp90. Pri tem je po mehanizmu nukleofilne substitucije 
nastala nova kovalentna vez med atomom dušika in metilno skupino. Mehanizem reakcije 
poteče v dveh korakih in je prikazan na shemi 15. Amin v piperidinskem obroču reagira kot 
nukleofil z elektrofilnim C atomom dodanega metil halida, pri čemer z eliminacijo halogena 
nastane sol piperidina. Na koncu poteče deprotonacija soli z bazo do ustreznega končnega 
produkta metiliranja, tj. terciarnega amina (47,51,52). 
 
Shema 15: Mehanizem reakcije metiliranja piperidinskega dušika. Prirejeno po (47,51–53). 
Po opisanem sinteznem postopku N-metiliranja smo iz spojine 10 poskusili sintetizirati terciarni 
amin 17. Pri tem smo kot alkilirajoče sredstvo uporabili metil jodid, ki je eden najbolj reaktivnih 
in zaradi svoje nizke sterične oviranosti tudi najhitreje reagirajočih alkil halidov. Metil jodid je 
karcinogen in v primeru njegovega zaužitja, inhaliranja ali absorpcije preko kože izjemno 
toksičen. Prav tako draži kožo, oči in sluznico, zato smo reakcijo izvajali v digestoriju, 
opremljeni z rokavicami in zaščitnimi očali. Dodana baza K2CO3 nevtralizira nastajajočo 
kislino HI, ki se sprošča kot stranski produkt reakcije. Ker se reagenti mešajo v polarnih 
aprotičnih topilih, smo za izvedbo reakcije kot topilo uporabili acetonitril in s tem favorizirali 
potek reakcije po mehanizmu SN2. Za boljši potek reakcije smo reakcijsko zmes segrevali na 
80 °C ter v prebitku dodali metil jodid in K2CO3 (47,51–54). 
Potek reakcije smo spremljali s tankoplastno kromatografijo in pri tem opazili, da je po končani 
reakciji poleg želenega končnega produkta 17, nastal tudi neznan stranski produkt metiliranja. 
Reakcija ni bila uspešna, saj terciarnega amina z ekstrakcijo nismo uspeli očistiti neželenega 
stranskega produkta. Tako bi poleg čiščenja z ekstrakcijo morali izvesti še čiščenje s »flash« 
kolonsko kromatografijo, da bi dobili produkt zadovoljive čistosti. Ker pa nam je uspelo 
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izolirati le 69 mg zmesi produkta 17 in v njem zaostalega neželenega stranskega produkta, 
dodatnega koraka čiščenja s kolono nismo izvedli, saj bi zaradi izgub uspeli izolirati premalo 
čistega produkta 17 za nadaljevanje sinteznega postopka. Na splošno so za reakcije N-
alkiliranja značilni slabi izkoristki, saj so zaradi elektron donorske alkilne skupine, alkilirani 
produkti običajno močnejši nukleofili od izhodnih aminov. Tako obstaja velika verjetnost 
večkratne alkilacije in s tem nastanka mnogih stranskih produktov, kar posledično vpliva na 
težje čiščenje končnih produktov (51). V našem primeru sintetiziran terciarni amin je zaradi 
svoje sterične oviranosti šibkejši nukleofil od izhodnega sekundarnega amina, zaradi česar je 
verjetnost nastanka zmesi različno alkiliranih aminov manjša. Prisotnost lise na startu razvite 
TLC ploščice po končani reakciji metiliranja pa nakazuje, da je najverjetneje vseeno prišlo do 
tvorbe kvarternega amina kot stranskega produkta. Vzrok temu bi lahko bila uporaba metil 
jodida v prebitku in izvajanje reakcije s segrevanjem. Omenjena lisa bi lahko predstavljala tudi 
sol metiliranega piperidina, ki je z bazo nismo uspeli deprotonirati. Po TLC sodeč pa sta bila v 
končnem produktu prisotna še dodatna neznana nečistota in zaostal izhodni piperidinski amin. 
Za razliko od neželenega stranskega produkta, smo se zaostalega izhodnega amina, nastale soli 
in neznane nečistote uspešno znebili z ekstrakcijo. 
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5.2 REZULTATI IN KOMENTAR BIOLOŠKEGA 
VREDNOTENJA 
S testom proliferacije MTS smo na človeških celičnih linijah raka jeter HepG2 in raka dojk 
MCF-7 ovrednotili antiproliferativno delovanje vseh šestih sintetiziranih zaviralcev proteina 
Hsp90. Rezultate biološkega testiranja smo podali v obliki koncentracij IC50 oz. kot delež 
viabilnosti celic. Delež viabilnosti smo določili pri 50 μM koncentraciji posamezne testirane 
končne spojine. Pri tem 0 % viabilnost pomeni, da je prišlo do popolnega zaviranja proliferacije, 
in 100 %, da do zaviranja proliferacije ni prišlo in torej testirana spojina na celično rast nima 
vpliva. Pomembno merilo za število živih in funkcionalnih celic predstavlja tudi vrednost IC50. 
Gre za srednjo zaviralno koncentracijo spojine, pri kateri se delež viabilnih celic v celični 
kulturi zmanjša za 50 % v primerjavi z viabilnostjo celic v celični kulturi brez njenega dodatka. 
Nižja kot je vrednost IC50 oz. nižji kot je delež viabilnosti celic, večjo antiproliferativno 
aktivnost je izkazala naša sintetizirana spojina. S pomočjo rezultatov testiranja, ki so prikazani 
v preglednici III, smo primerjali antiproliferativno delovanje posameznih sintetiziranih 
analogov. 
Preglednica III: Zbrani rezultati antiproliferativnega delovanja vseh končnih sintetiziranih spojin in referenčne 
spojine TVS-21 na človeški celični liniji raka jeter HepG2 in raka dojk MCF-7. Z rumeno barvo je prikazana 
referenčna spojina TVS-21 in z zeleno barvo spojina 13, ki ima v primerjavi z izhodno spojino bistveno boljše 
zaviralno delovanje. 
OZNAKA 
SPOJINE 
STRUKTURNA FORMULA SPOJINE 
IC50 [μM] 
oz. 
DELEŽ 
VIABILNOSTI 
CELIC [%] pri 50 μM 
MCF-7 HepG2 
TVS-21 
 
44,7 μM 24,7 μM 
7 
 
37 % 54 % 
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8 
 
87 % 45,5 μM 
13 
 
8,7 μM 10,7 μM 
16 
 
98 % 49 % 
22 
 
29 % 33,0 μM 
23 
 
98 % 58 % 
 
Dobljeni rezultati končnih spojin, testiranih na obeh celičnih linijah, so med seboj primerljivi. 
Ker pa so testirane spojine na splošno izkazale šibkejše zaviralno delovanje na proliferacijo 
celic v človeški celični liniji raka dojk MCF-7, se bomo v nadaljevanju razprave opirali na 
vrednosti rezultatov, ki smo jih dobili po testiranju spojin na človeški celični liniji raka jeter 
HepG2. 
Na podlagi rezultatov vrednotenja proliferacije celic v človeških celičnih linijah raka jeter 
HepG2 in raka dojk MCF-7 ob dodatku posameznih končnih sintetiziranih spojin smo ugotovili, 
da le spojina 13 izkazuje močnejše zaviralno delovanje v primerjavi z referenčno spojino TVS-
21, ki smo jo uporabili kot izhodišče za optimizacijo novih alosteričnih zaviralcev CKD 
proteina Hsp90. Spojina 13 ima tako med vsemi sintetiziranimi končnimi spojinami 
najmočnejše antiproliferativno delovanje, ki je 2,3-krat (človeška celična linija raka jeter 
HepG2) oz. 5,1-krat (človeška celična linija raka dojk MCF-7) močnejše od delovanja izhodne 
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spojine TVS-21. Razloga za izboljšano aktivnost sta uvedba 3,4-dikloro substituiranega 
fenilnega obroča v levi lipofilni del spojine, ki omogoča močnejše hidrofobne interakcije, in 
uvedba amidne vezi med osrednja obroča distančnika, kjer prosta elektronska para na 
karbonilnem kisiku tvorita z vezavnim mestom dodatne vodikove vezi, ki izboljšajo možnost 
vezave in posledično zaviralno aktivnost spojine. K izboljšani zaviralni aktivnosti je predvsem 
doprinesla tudi modifikacija desnega dela spojine TVS-21, kjer smo morfolinski obroč 
zamenjali s piperidinskim obročem. Ostali deli molekule 13 so ostali identični tistim v 
referenčni spojini. To so torej tri ključne strukturne spremembe, ki so nas pripeljale do analogov 
z močnejšim delovanjem. 
Kljub temu da so vsi trije omenjeni strukturni elementi skupni vsem sintetiziranim končnim 
spojinam v sklopu te naloge, pa je preostalih pet sintetiziranih spojin izkazalo šibkejše zaviralno 
delovanje v primerjavi s spojino TVS-21. Spojini 22 in 8 imata približno 1,3-krat oz. 1,8-krat 
nižjo vrednost IC50, medtem ko smo antiproliferativno aktivnost spojin 7, 16 in 23 zasledili šele 
s testiranjem spojin pri 50 μM koncentraciji. Med njimi je najšibkejšo zaviralno aktivnost 
pokazala spojina 23, pri kateri je znašal delež viabilnosti celic 58 %, močnejše delovanje smo 
opazili pri spojini 7, najmočnejše delovanje pa je z 49 % viabilnostjo pokazala spojina 16. 
Modifikacije preostalih strukturnih elementov v teh petih, šibkeje delujočih analogih, so 
privedle do novih dognanj, ki so pomembno prispevala k dodatnemu razumevanju odnosa med 
strukturo in delovanjem zaviralcev CKD proteina Hsp90. 
Primerjava vseh sintetiziranih spojin nas je pripeljala do ugotovitve, da je prisotnost hidroksilne 
skupine na para mestu piperidinskega obroča v distančniku, ključna za povečano zaviralno 
aktivnost spojin. Prav tako smo s primerjavo rezultatov antiproliferativnega delovanja spojin 
13 in 23 ugotovili, da menjava hidroksilne skupine za amidno vez, uvedeno v verigo med 
lipofilnim aromatskim obročem levega dela spojine in osrednjim distančnikom, ni prinesla 
želene izboljšave. Predvidevamo, da je lahko vzrok za slabšo aktivnost spojine 23, sposobnost 
hidroksilne skupine za tvorbo dodatnih vodikovih vezi z aminokislinskimi ostanki v vezavnem 
mestu proteina Hsp90, ki pa jih amidna vez ne tvori. Za močnejše zaviralce so se izkazale tudi 
spojine, pri katerih aminski del amidne vezi ne predstavlja sestavnega dela osrednjega 
piperidinskega obroča. To lahko potrdimo s primerjavo delovanja spojin 8 in 22, pri čemer 
spojina 8 izkazuje 1,4-krat šibkejšo aktivnost. Zanimal nas je tudi vpliv dolžine verige med 
levim diklorosubstituiranim aromatom in osrednjim piperidinskim obročem na aktivnost 
analogov. Glede na primerjavo spojin 7 in 8, ki se med seboj razlikujeta le v dolžini omenjenega 
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levega fragmenta, lahko sklepamo, da podaljšanje verige zmanjšuje zaviralno delovanje, zato 
posledično citotoksično delovanje slabi. 
V okviru magistrske naloge pa smo se predvsem osredotočili na optimizacijo desnega dela 
spojine TVS-21. Pri vseh sintetiziranih analogih smo v tem delu na mesto morfolinskega obroča 
uvedli piperidinski obroč in na ta način podaljšali razdaljo med bazičnim dušikovim centrom 
na desnem obroču in fenolnim obročem osrednjega distančnika. S primerjavo odnosa med 
strukturo in delovanjem sintetiziranih spojin 22 in 23, ki imata z izjemo desnega dela molekule 
ostale strukturne elemente identične, lahko določimo vpliv dolžine verige na antiproliferativno 
delovanje. Odstranitev skupine CH2 med kisikom fenolnega obroča in desnim piperidinskim 
skeletom v spojini 22 je privedla do sinteze skrajšanega analoga 23, ki je izkazal znatno šibkejše 
delovanje v primerjavi s spojino 22. Ta razlika je najverjetneje posledica neidealne razdalje 
med fenolnim obročem in bazičnim centrom, zaradi česar se vzpostavijo šibkejše interakcije 
med spojino 23 in vezavnim mestom CKD Hsp90. Za tvorbo interakcij desnega dela molekule 
z vezavnim mestom proteina pa je ključna tudi prisotnost bazičnega centra, ki s tvorbo močnih 
ionskih interakcij zagotavlja močnejšo vezavo in antiproliferativno delovanje zaviralcev. Na 
tem mestu smo želeli dodatno raziskati odnos med strukturo in delovanjem analogov s prosto 
aminsko skupino piperidina in analogov z modificiranim piperidinskim obročem, kjer smo na 
aminsko skupino uvedli acetilno skupino, medtem ko nam sinteza analoga z metilnim 
substituentom žal ni uspela. S sintezo analoga 16, ki se od spojine 13 razlikuje le v acetilni 
skupini pripeti na bazični dušikov center desnega obroča, smo ugotovili, da omenjena skupina 
ni najprimernejši substituent, saj ne doprinese k izboljšani aktivnosti zaviralcev, ker je bazični 
center v tem delu molekule ključen za delovanje. Odnos med strukturo in delovanjem je na 
pripravljenem setu spojin zaenkrat še nejasen, zato na podlagi zgornjih rezultatov težko 
sklepamo o pomenu substituentov, vezanih na bazični center piperidina, za protitumorno 
delovanje. Smiselno bi bilo pripraviti dodatne analoge z različnimi, večjimi in manjšimi 
substituenti, pripetimi na aminsko skupino desnega piperidinskega obroča, s katerimi bi 
dodatno raziskali vezavno mesto za desni del spojine in preverili njihov vpliv na 
antiproliferativno delovanje. 
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6 SKLEP 
Šaperon Hsp90 je že dolgo znan kot izjemno obetavna tarča za razvoj novih, selektivnejših 
protitumornih učinkovin, saj lahko z zaviranjem njegovega delovanja povzročimo hkratno 
razgradnjo različnih onkogenov in mutiranih proteinov, s čimer hkrati blokiramo več signalnih 
poti kancerogeneze. 
V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali šest novih potencialnih 3,4-diklorobenzenskih 
alosteričnih zaviralcev C-končne domene proteina Hsp90, ki smo jih pripravili z modifikacijo 
referenčne spojine TVS-21. Sinteza novih zaviralcev proteina Hsp90 je temeljila na 
večstopenjski sintezni poti, pri čemer na splošno nismo imeli večjih težav. Vsem končnim 
sintetiziranim spojinam smo s testom MTS ovrednotili tudi njihov vpliv na proliferacijo rakavih 
celic, pri čemer smo kot in vitro model uporabili človeški celični liniji raka jeter HepG2 in raka 
dojk MCF-7. Zbrani rezultati biološkega testiranja so pokazali, da vse sintetizirane končne 
spojine zavirajo proliferacijo celic v nizkem mikromolarnem območju, le spojina 13 pa ima 
močnejše antiproliferativno delovanje v primerjavi z referenčno spojino. Izboljšano delovanje 
spojine 13 smo dosegli s vpeljavo po enega atoma klora na mesto meta in para levega fenilnega 
obroča, uvedbo amidne vezi med osrednja obroča distančnika ter zamenjavo morfolinskega 
obroča s piperidinom v desnem delu spojine. To so torej tri ključne strukturne spremembe, ki 
so nas pripeljale do analoga z najmočnejšim citotoksičnim delovanjem med vsemi 
sintetiziranimi končnimi spojinami, ki je kar 2,3-krat (človeška celična linija raka jeter HepG2) 
oz. 5,1-krat (človeška celična linija raka dojk MCF-7) močnejše od delovanja izhodne spojine 
TVS-21. 
Primerjava odnosa med strukturo in delovanjem novih sintetiziranih potencialnih zaviralcev je 
pokazala, da so za izboljšano antiproliferativno delovanje zaviralcev ključnega pomena levi 
lipofilni aromatski obroč in desni del z bazičnim centrom ter med njima prisoten relativno 
fleksibilen distančnik, ki zagotavlja ustrezno razdaljo in orientiranost levega in desnega dela 
spojine v vezavnem mestu CKD proteina Hsp90, obenem pa mora vsebovati tako polarne kot 
nepolarne fragmente. V osrednjem delu nosi pomembno vlogo vodikova vez med vezavnim 
mestom in hidroksilno skupino na osrednjem piperidinskem obroču. V nadaljnjem razvoju 
potencialnih zaviralcev Hsp90 bi zato morali na distančniku ohraniti hidroksilno skupino in 
hkrati v verigo med levim diklorosubstituiranim aromatom in osrednjim piperidinskim obročem 
uvesti amidno vez, ki omogoča vzpostavitev dodatnih vodikovih interakcij z vezavnim mestom. 
S podaljšanjem dolžine omenjene verige smo prišli do zaključka, da je za izboljšano zaviralno 
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aktivnost primernejša krajša, dva atoma dolga veriga. Nasprotno pa je v desnem delu spojine 
za zaviralno aktivnost ključna večja razdalja med osrednjim fenolom in bazičnim centrom 
piperidinskega skeleta, saj se s skrajšanjem verige najverjetneje vzpostavijo šibkejše interakcije 
med spojino in vezavnim mestom. Da bi to potrdili, bi morali v nadaljnjih raziskavah še 
povečati razdaljo med fenolnim obročem in bazičnim centrom ter tako omogočiti močnejše 
interakcije in s tem povečati jakost delovanja tovrstnih spojin. Prav tako bi bilo smiselno še 
dodatno raziskati bazični center. Acetilna skupina, ki smo jo uvedli na aminsko skupino 
desnega piperidina, se ni izkazala za učinkovito, saj ni doprinesla k izboljšani aktivnosti 
zaviralcev, medtem ko nam sinteza analoga z metilnim substituentom žal ni uspela. Zanimivo 
bi bilo raziskati še druge, večje in manjše substituente, ki bi lahko tvorili dodatne interakcije z 
lipofilnim žepom, kar bi zmanjšalo fleksibilnost liganda v vezavnem mestu in mu s tem 
povečalo zaviralno aktivnost. 
Rezultati tega magistrskega dela predstavljajo pomemben doprinos k razumevanju odnosa med 
strukturo in delovanjem alosteričnih zaviralcev Hsp90 ter prispevajo k nadaljnji optimizaciji do 
spojin z izboljšanim protitumornim delovanjem, ki bi jim v prihodnosti lahko uspel preboj od 
kliničnih testiranj do terapevtske uporabe. 
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